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1. ASPECTOS GENERALES. 
 
Aunque “alimento” es un término muy antiguo, probablemente tan antiguo como el 
ser humano, el término “nutrición” es mucho más moderno, apareciendo por primera 
vez en el siglo XIX. La nutrición se define como el área del saber encargada de integrar 
y aplicar el conocimiento disponible de los alimentos y/o nutrientes y sus efectos sobre 
la fisiología corporal, con el fin de mejorar el estado del bienestar y la salud (Roberfroid, 
2000).  
 
A lo largo del siglo XX, se han descubierto nutrientes esenciales, lo que ha 
permitido establecer conductas dietéticas y alimenticias que satisfacen las necesidades 
nutricionales del ser humano (Welsch, 1996). Más recientemente, en los últimos 30 años, 
se han centrado las investigaciones en la identificación de los nutrientes con actividad 
biológica en la prevención de enfermedades. El pescado es uno de los alimentos de 
origen animal con  mayor interés debido a su alto valor nutritivo, pues contiene 
proporciones adecuadas de proteínas, vitaminas y minerales (Piggot, 1976), y a su elevado 
valor funcional, al presentar efectos beneficiosos en la salud. Estos efectos positivos en 
la salud se descubrieron cuando se observó que los esquimales mostraban una reducida 
proporción de enfermedades coronarias y de tumores, a pesar de una dieta rica en grasas 
(Bang y col., 1971; Bang y col., 1976). Las grasas consumidas por los esquimales procedían 
esencialmente del consumo de pescado y mamíferos marinos. El pescado encaja dentro 
del concepto de “alimento funcional”, término empleado por primera vez en la década 
de los 80 en Japón, y que engloba los alimentos que además de nutrir y proporcionar 
placer, con su sabor y aroma, poseen una tercera función, influir positivamente sobre 
una determinada función biológica (Coghlan, 1996; Riemersma, 1996; Smith y col., 1996).  
 
Posteriores investigaciones han confirmado que el papel funcional del pescado, se 
debe en gran medida, a la presencia de los ácidos grasos poliinsaturados (PUFAs) ω-3 
de cadena larga, muy abundantes en el pescado y poco frecuentes en animales terrestres. 
Los PUFAs ω-3 producen una sustancial disminución de los niveles de colesterol en 
suero (Goodnight y col., 1982), y más concretamente del colesterol asociado a las 
lipoproteínas de baja densidad (LDL). Un alto nivel de colesterol-LDL en suero es uno 
de los mayores factores de riesgo de dolencias cardiovasculares y coronarias (Lovegrove y 
Jackson, 2000). La utilización de PUFAs ω-3, en lugar de PUFAs ω-6, para la producción 
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de tromboxanos, que son sustancias implicadas en la coagulación de la sangre y 
presentes en las plaquetas sanguíneas, puede reducir significativamente la velocidad de 
coagulación de la sangre, reduciendo el riesgo de infarto de miocardio. El ácido 
eicosapentaenoico (EPA, 20:5 ω-3) y ácido docosahexaenoico (DHA, 22:6ω-3) son los 
ácidos ω-3 mayoritarios en productos pesqueros (Morris y Culkin, 1989). Estos ácidos 
grasos se han mostrado, además, efectivos en el tratamiento de la hipertensión y la 
artritis (Shahidi y Cadwallader, 1997), y en el retraso del desarrollo de ciertos tumores (Cave, 
1996). 
 
Los lípidos suelen constituir entre un 0,5 y un 30 % del peso del músculo en los 
productos pesqueros. Entre las especies magras, con un contenido graso inferior al 1 %, 
podemos citar el bacalao, la merluza y los crustáceos. El músculo de las especies grasas, 
o semigrasas, se caracteriza por una gran variabilidad estacional del contenido total de 
lípidos, alcanzando en algunos períodos proporciones del 4-30 % de grasa (Ackman, 1994). 
Esta variación estacional del contenido en lípidos, dentro de una especie, se debe 
mayoritariamente a los patrones migratorios, la alimentación y al ciclo reproductivo 
(Kolakowska y col., 2000). Las especies grasas suelen ser especies pelágicas, al encontrarse 
en aguas poco profundas o superficiales, y se caracterizan por un carácter migratorio 
(Burt y Hardy, 1992). 
 
Algunos investigadores han sugerido la ingestión diaria de 1-2 g de ácidos grasos ω-
3 para prevenir dolencias cardiovasculares (Dyerberg y col., 1978). Los aceites de origen 
marino y los pescados son alimentos que aportan a nuestra dieta ácidos grasos ω-3. Las 
especies grasas de pescado, son fuentes especialmente efectivas para la incorporación de 
los ácidos grasos ω-3. De este modo, 80-160 g de músculo la caballa con un 4,2 % de 
grasa contienen 1-2 g de PUFAs ω-3 (Pozo y col., 1992). Pero, se necesitarían ingerir entre 
400 y 800 g de una especie magra, como es el bacalao, para alcanzar dicha 
recomendación (Ackman, 1989). No obstante, un elevado número de las capturas de 
especies grasas no se aprovechan para el consumo humano, al emplearse para la 
obtención de aceites, con los que se elaboran piensos (Whittle y Wood, 1992), jabones, 
pinturas, barnices o fertilizantes (Bimbo, 1989). La tradicional preferencia de otras 
especies por parte del consumidor (Marshall y Curral, 1992), su rápido deterioro y la falta 
de métodos de conservación eficientes para el mantenimiento de su calidad, podrían 
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apuntarse como las principales causas del reducido aprovechamiento de las especies 
grasas para la alimentación humana.  
 
El alto contenido en ácidos grasos ω-3 del pescado graso, que le confiere un elevado 
carácter funcional, perjudica dramáticamente su estabilidad durante el procesado y 
almacenamiento. Los ácidos grasos ω-3 son fácilmente oxidables y su descomposición 
oxidativa origina la aparición de olores y sabores desagradables, asociados a la rancidez 
(Frankel, 1998). El desarrollo de la rancidez es especialmente rápido en muchas especies 
de pescado graso, en las que los ácidos grasos ω-3 del tejido muscular conviven con 
elevadas concentraciones de hemoglobina, mioglobina y metales traza, especies 
potencialmente activadoras de la oxidación de los lípidos (Richards y Hultin, 2001; Richards 
y Hultin, 2002). Los aceites de pescado y los productos enriquecidos en aceites de 
pescado, en creciente auge de un tiempo a esta parte, también presentan una elevada 
susceptibilidad al deterioro oxidativo de los lípidos (Timm-Heinrich y col., 2004). La 
inhibición de la rancidez en el pescado graso y en los alimentos enriquecidos en aceite 
de pescado, es un tema que ha despertado un gran interés científico en los últimos 10 
años. 
 
La congelación es el método por excelencia para preservar la calidad del pescado 
durante un mayor período de tiempo. Las especies grasas presentan un período de vida 
en estado congelado muy inferior a las especies magras, fundamentalmente debido al 
desarrollo de sabores y olores rancios (Hedges y Nielsen, 2000). La Tabla I.1 muestra los 
períodos de vida útil aproximados del pescado graso y pescado magro mantenido a -18 
y -25 ºC, temperaturas de congelación normalmente empleadas para el almacenamiento 
industrial de los alimentos (Ackman y Gunnlaugsdottir, 1992). El carácter migratorio de 
muchas de las especies grasas y la variación estacional de su composición, 
especialmente del contenido en lípidos, dificulta el establecimiento de métodos 
efectivos para aumentar la vida útil de estas especies. La incorporación de sustancias 
con actividad antioxidante es una de las estrategias más comúnmente empleadas para 
retrasar el desarrollo de la rancidez en los alimentos (Frankel, 1998). 
 
 
  
 
I. Introducción general: 1. Aspectos generales. 
 - 5 -
Tabla I.1. Meses de vida útil de las especies pesqueras grasas y magras durante el almacenamiento 
en congelado a -18 y -25 ºC. 
Producto -18 ºC -25 ºC 
Pescado graso (sardinas, caballa, jurel…) 4 8 
Pescado magro (bacalao, merluza…) 8 18 
 
 
La inhibición de la oxidación de los lípidos en los alimentos, es además, un factor 
importante en la seguridad y salubridad de los mismos. La oxidación origina radicales 
libres y peróxidos, los cuales se relacionan con la patología de algunos tipos de cáncer, 
arteriosclerosis, artritis, enfermedades neurodegenerativas y con el proceso de 
envejecimiento (Packer y Ong, 1998).  
 
Los antioxidantes sintéticos se han empleado comúnmente para inhibir la oxidación 
lipídica y retrasar el desarrollo de la rancidez en alimentos. Aunque, los antioxidantes 
sintéticos resultan eficientes y relativamente baratos, su uso tiende a restringirse debido 
a la pobre aceptación que presentan en el consumidor y a numerosos estudios que ponen 
en juicio su seguridad toxicológica (Frankel, 1998). En la naturaleza existen numerosas 
sustancias con propiedades potencialmente antioxidantes, muchas se encuentran en 
elevadas concentraciones en materiales residuales. En los últimos años, han aumentado 
casi exponencialmente las investigaciones destinadas al estudio de las propiedades 
antioxidantes de compuestos de origen natural, con la finalidad de proponer 
antioxidantes naturales alternativos a los antioxidantes sintéticos.  
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2. EL PROBLEMA DE LA OXIDACIÓN DE LOS LÍPIDOS EN 
PRODUCTOS PESQUEROS Y SUS DERIVADOS. 
 
2.1. MECANISMO, CINÉTICA Y EFECTOS. 
 
Los lípidos de origen marino, comparados con los lípidos de animales terrestres, 
presentan una elevada susceptibilidad a la oxidación, como consecuencia del alto 
contenido de PUFAs (Kolakowska y col., 2000). La oxidación de los lípidos origina 
atributos sensoriales desagradables, que se asocian a la rancidez, durante el procesado y 
almacenamiento del pescado graso. La rancidez reduce dramáticamente la vida útil y el 
período comercial del pescado graso y de los productos enriquecidos en lípidos marinos. 
La menor energía de enlace de los hidrógenos bis-alílicos y alílicos, frente a los 
hidrógenos de grupos metileno (75 y 88, frente a 100 Kcal/mol, respectivamente), junto 
con la estabilización por resonancia del radical formado, contribuyen a la mayor 
inestabilidad oxidativa de los ácidos grasos insaturados (Erickson, 2002).  
 
La oxidación de los lípidos transcurre por un mecanismo de radicales libres, 
caracterizado por tres etapas: iniciación, propagación y terminación (Frankel, 1998). 
 
Entre las reacciones de iniciación de la oxidación, se distinguen tres tipos 
fundamentales de procesos:  
 
1. Reacciones de autooxidación: Implican la substracción de un átomo de 
hidrógeno de un grupo metileno de un ácido graso (RH), rindiendo un radical 
alquilo (R·) (Halliwell y Gutteridge, 1985). El radical alquilo reacciona fácilmente 
con el oxígeno molecular en su estado fundamental, oxígeno triplete (3O2), para 
formarse un radical peroxilo (ROO·). ROO· puede substraer un átomo de 
hidrógeno de un nuevo ácido graso para formar un peróxido lipídico (ROOH) y 
un nuevo radical alquilo (R·). Éste es el proceso más común por el cual los 
ácidos grasos son oxidados (Erickson, 2002). 
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2. Reacciones de fotooxidación: La formación de los peróxidos lipídicos, también 
denominados hidroperóxidos, se produce por adición directa del oxígeno 
molecular en estado excitado, oxígeno singlete (1O2), sobre un doble enlace del 
ácido graso. El oxígeno singlete se forma principalmente por acción de la luz, 
por ello la oxidación iniciada por este proceso suele denominarse fotooxidación 
(Frankel, 1998). 
 
3. Reacciones enzimáticas: Las enzimas facilitan que el oxígeno triplete reaccione 
con el ácido graso para formar un hidroperóxido. Los principales grupos de 
enzimas implicados en este proceso son las enzimas microsomiales, las 
peroxidasas y las dioxigenasas. Las lipoxigenasas y las ciclooxigenasas, son 
dioxigenasas que producen hidroperóxidos por este mecanismo (Erickson, 2002). 
 
En las reacciones de propagación, los radicales peroxilo (ROO·) formados en las 
reacciones de iniciación, generan nuevos radicales radicales alquilo (R·), por 
substracción de un átomo de hidrogeno a un ácido graso insaturado, y un hidroperóxido 
lipídico. Los hidroperóxidos generados también pueden fragmentarse por acción 
térmica, o descomponerse por la catálisis de metales de transición, lo que genera nuevos 
radicales que autocatalizan el proceso de oxidación (Frankel, 1998). 
 
Los mecanismos de autooxidación y de fotooxidación dan lugar a distintos 
hidroperóxidos. De este modo, con el estudio de los hidroperóxidos formados puede 
conocerse el proceso que controla la oxidación del sistema. La autooxidación rinde 
principalmente hidroperóxidos con un sistema de dobles enlaces conjugados, mientras 
que la fotooxidación origina similares proporciones de hidroperóxidos conjugados y no 
conjugados. En la Figura I.1 se muestran los mecanismos del proceso de autooxidación 
y de fotooxidación del ácido linoleico (18:2 ω-6) y los hidroperóxidos formados 
(Frankel, 1998).  
 
En las últimas etapas de la oxidación, los radicales reaccionan entre ellos para 
formar especies no radicales. Estas reacciones se denominan reacciones de terminación 
de la oxidación (Erickson, 2002). 
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Figura I.1. Mecanismos de la reacciones de autooxidación (A) y de fotooxidación (B) del ácido 
linoleico (18:2 ω-6). 
 
Los hidroperoxidos son compuestos sin sabor y olor, y frecuentemente se hace 
referencia a ellos como los productos primarios de la oxidación. La descomposición de 
los hidroperóxidos origina los productos secundarios de la oxidación: aldehídos, cetonas 
y alcoholes, que son sustancias volátiles con atributos sensoriales a muy bajas 
concentraciones, siendo las responsables de los aromas y sabores asociados a la 
rancidez (Frankel, 1998). Los aldehídos, generados en la degradación oxidativa de los 
hidroperóxidos, pueden reaccionar con compuestos que contienen grupos aminos libres, 
para formar compuestos de interacción, también denominados productos terciarios. 
Entre los productos de interacción destacan las bases de Schiff, las cuales bajo ciertas 
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condiciones polimerizan originando pigmentos de color parduzco. La formación de los 
productos terciarios, también puede afectar al sabor y a la textura del alimento (Aubourg, 
1999).  
 
Generalmente, en el inicio de la oxidación se observa el denominado período de 
inducción, que se caracteriza por un lento desarrollo de la oxidación, seguido por un 
periodo de propagación, en el que aumenta exponencialmente la velocidad de la 
oxidación y la formación de los productos de oxidación de los lípidos (Frankel, 1998). A 
la vista de los mecanismos expuestos, es evidente que la oxidación lipídica en el 
músculo de pescado es un proceso complejo, en cuya cinética están implicados factores 
externos, como la temperatura y el contenido de oxígeno de la atmósfera circundante, y 
factores internos, como la concentración y tipo de lípidos, y el balance entre las 
sustancias antioxidantes y prooxidantes del músculo.  
 
Debido a la complejidad del proceso, frecuentemente se ha hecho uso de sistemas 
más sencillos, sistemas modelo, con la finalidad de descifrar los procesos que rigen la 
oxidación de los lípidos en el músculo. Los sistemas modelo más empleados para el 
estudio de los factores que afectan al desarrollo de la rancidez en el músculo de pescado 
son: las suspensiones de membranas de pescado (Han y Liston, 1987; Mcdonald y Hultin, 
1987), el músculo de pescado picado y lavado (Richards y Hultin, 2001; Undeland y col., 2002) 
y el músculo de pescado picado (Undeland y col., 1998). Los sistemas modelo también 
pueden consistir en la modificación de uno o varios factores para acelerar el proceso de 
oxidación. Así, es habitual el aumento de la temperatura para estudios preliminares del 
desarrollo de la rancidez en el pescado congelado.  
 
Como se ha indicado anteriormente, la oxidación de los lípidos repercute 
negativamente en los atributos sensoriales, pero además afecta negativamente, al valor 
nutricional, a la toxicidad y en aspectos tecnológicos, debido a la interacción de los 
productos de oxidación de los lípidos con las proteínas. La Figura I.2 enumera las 
consecuencias negativas más destacables de la oxidación de los lípidos en los alimentos 
(Kolakowska y col., 2000). 
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Figura I.2. Efectos negativos de la oxidación de los lípidos en los alimentos. 
 
2.2. COMPUESTOS PARTICIPANTES EN EL PROCESO DE OXIDACIÓN 
DE LOS LÍPIDOS. 
 
El músculo de pescado está compuesto por una gran variedad de sustancias que 
puede intervenir, en menor o mayor extensión, en la oxidación de los lípidos. Podemos 
distinguir cuatro grandes grupos:  
 
• los lípidos insaturados, que constituyen el sustrato oxidable  
• el oxígeno, fundamental en el proceso de oxidación 
• sustancias que activan la oxidación, denominadas prooxidantes 
• compuestos endógenos que inhiben la oxidación, denominados antioxidantes 
endógenos 
  
2.2.1. LÍPIDOS. 
 
La velocidad de oxidación de los ácidos grasos aumenta con el número de 
insaturaciones, ya que se generan nuevas posiciones entre dos dobles enlaces 
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adyacentes, que están favorecidas termodinámicamente para el ataque de los radicales 
libres (Erickson, 2002). 
 
Los ácidos grasos pueden encontrarse en el músculo constituyendo los 
triacilglicéridos, los fosfolípidos, o bien, como ácidos grasos libres. Los triacilgliceridos 
y fosfolípidos pueden ser hidrolizados por la acción de lipasas o fosfolipasas, 
respectivamente, dando lugar a los ácidos grasos libres. En sistemas in vitro, los ácidos 
grasos libres se han mostrado más susceptibles a la oxidación que sus ácidos grasos 
esterificados (Hultin, 1992). Sin embargo, en el músculo de pescado se ha encontrado que 
la hidrólisis de los triacilgliceridos aumenta la oxidación, mientras que la hidrólisis de 
los fosfolípidos induce la inhibición de la oxidación (Shewfelt, 1981).  
 
Existen evidencias que indican que los fosfolípidos, que conforman las membranas 
celulares, son los sustratos en los que se inicia la oxidación lipídica (Wilson y col., 1976; 
Igene y Pearson, 1979; Wu y Sheldon, 1988). La elevada insaturación de los ácidos grasos de 
los fosfolipidos, y el contacto íntimo de las membranas con sustancias catalizadoras de 
la oxidación, podrían explicar la mayor contribución de los lípidos de membrana a la 
oxidación lipídica (Gandemer, 1999). El citosol, fluido que circunda las membranas 
celulares, contiene una gran cantidad de trazas metálicas y de enzimas activadoras de la 
oxidación (Buege y Aust, 1978). 
 
En el músculo de pescado se diferencian visualmente dos clases de músculo, el 
músculo blanco y el músculo rojo. La Figura I.3 muestra la distribución del músculo 
rojo en la zona lateral de una rodaja de jurel. El músculo rojo suele contener mayor 
contenido graso que el músculo blanco, puesto que en el músculo rojo se metabolizan 
los lípidos para la obtención de energía (Kolakowska y col., 2000). De este modo, el 
músculo rojo es empleado en una propulsión prolongada, resultando más abundante en 
especies pesqueras migratorias (Burt y Hardy, 1992). El músculo blanco, por el contrario, 
está especializado en los movimientos rápidos e intermitentes, realizados por ejemplo, 
cuando el individuo intenta capturar una presa, o escapa de un depredador. Estas 
actividades obtienen energía mediante el metabolismo anaeróbio de la glicolisis. Las 
diferencias en el metabolismo de ambos músculos, explican el elevado contenido de 
hemoproteínas y mitocondrias en el músculo rojo (Burt y Hardy, 1992). 
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Figura I.3. Distribución del músculo rojo y el músculo blanco en una rodaja de jurel. 
 
2.2.2. OXÍGENO. 
 
Las reacciones del oxígeno molecular son esenciales para el desarrollo de la vida de 
los organismos aeróbios. Sin embargo, el oxígeno molecular, o oxígeno triplete, es 
relativamente inactivo debido a que la reacción directa del oxígeno molecular con los 
ácidos grasos, no está permitida por el principio de conservación del espín. El oxígeno 
en el estado fundamental posee dos electrones desapareados, mientras que muchas de 
las moléculas orgánicas, como es el caso de los ácidos grasos, presentan en estado 
fundamental sus electrones apareados. Sin embargo, en los tejidos existen compuestos 
capaces de activar el oxígeno molecular, propiciando así, la reacción con los ácidos  
grasos (Hultin, 1994). 
 
El oxígeno molecular puede activarse en el músculo de pescado, mediante la acción 
de una sustancia fotosensibilizadora (Hultin, 1994). En este proceso el compuesto 
fotosensibilizador absorbe luz, pasando a un estado excitado, y el fotosensibilizador 
excitado puede llevar el oxígeno triplete (3O2), hasta un estado excitado singlete (1O2). 
El oxígeno singlete es muy electrofílico y reacciona rápidamente con el doble enlace de 
un PUFA mediante una reacción de adición, para originar un hidroperóxido lipídico 
músculo
rojo 
músculo 
blanco 
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(ROOH) (Buettner, 1993). Las riboflavinas y las hemoproteínas son elementos del 
músculo con potencial actividad fotosensibilizadora (Kolakowska y col., 2000).  
 
La reducción del estado de oxidación del oxígeno es otro mecanismo por el cual se 
forman especies activas de oxígeno, como el radical superóxido (O2·-) y el radical 
hidroxilo (·OH). Estas especies se forman in vivo en el proceso de respiración, que 
transforma el oxígeno molecular en agua mediante una serie de reducciones de un 
electrón [reacción I.1] (Hultin, 1994).  
 
O2 ? O2·- ? H2O2 ? ·OH ? H2O   [I.1] 
 
El radical hidroxilo (·OH) se considera uno de los primeros iniciadores de la 
oxidación lipídica en tejidos biológicos (Halliwell y Gutteridge, 1986), al presentar un 
elevado poder oxidante (EºpH7: +2,3), con capacidad para oxidar lípidos y muchas otras 
moléculas biológicas (Kanner, 1994). En condiciones post mortem, el radical hidroxilo se 
produce mayoritariamente por la fragmentación del peróxido de hidrógeno (H2O2), 
proceso catalizado por un metal de transición [reacción I.2]. 
 
 Mn+ + H2O2 ? M(n+1)+ + HO· + HO-   [I.2] 
 
El hierro ferroso (Fe2+) promueve esta reacción, denominada reacción de Fenton 
(Kanner, 1994). El cobre (I) también puede ser un activador importante de la reacción de 
Fenton en el músculo de pescado (Decker y Hultin, 1990). 
 
El radical superóxido (O2·-), con un potencial de reducción de + 0,94 V, también 
puede iniciar la oxidación de los PUFA, ya que el potencial de la posición bisalílica del 
PUFA (EºpH7: +0,6 V) es menor, por lo que el PUFA puede ceder un electrón al radical 
superóxido (Buettner, 1993). El PUFA se convierte así, en una especie radical. El radical 
superóxido puede además, promover la oxidación lipídica por reducción del hierro 
férrico a hierro ferroso [reacción I.3]. El radical superóxido se genera en el músculo 
post mortem, durante el proceso de autooxidación de la hemoproteínas. 
 
Fe3+ + O2·- ? Fe2+ + O2   [I.3] 
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No se ha observado la reacción directa del peróxido de hidrógeno (H2O2) con los 
PUFAs, no obstante, el peróxido de hidrógeno participa en la generación de las especies 
altamente oxidantes, como son el radical hidroxilo, mediante la reacción de Fenton, y 
las hemoproteínas hipervalentes. El peróxido de hidrógeno puede formarse mediante la 
dismutación espontánea, o catalizada por la superóxido dismutasa, del radical 
superóxido [reacción I.4] (Hultin, 1994).  
 
2O2·- + 2H+ ? H2O2+ O2   [I.4] 
 
2.2.3. SUSTANCIAS PROOXIDANTES. 
 
En el músculo de pescado existen numerosas sustancias potencialmente activadoras 
de la oxidación de los PUFAs. Las componentes prooxidantes de los tejidos suelen 
agruparse en dos grupos: enzimáticos y no enzimáticos. La Tabla I.2 enumera los 
compuestos prooxidantes más relevantes en el músculo de las especies grasas de 
pescado, pero debe tenerse en mente, que la actividad de estas sustancias puede 
depender de su concentración y de la presencia de otros compuestos (Decker y Hultin, 
1992). 
 
Tabla I.2. Sustancias prooxidantes presentes en el músculo de las especies grasas de pescado. 
No enzimáticas 
• Metales de transición , hierro y cobre, de bajo peso molecular 
• Hemoproteínas (hemoglobina, mioglobina y citocromos) 
• Ferritina. 
• Riboflavinas 
• Ascorbato 
Enzimáticas 
• Enzimas microsomiales y mitocondriales 
• Dioxigenasas (lipoxigenasas o cicloxigenasas) 
• Peroxidasas 
 
Metales de transición 
 
El hierro es el principal metal de transición implicado en la oxidación de los lípidos. 
El cobre puede tener también cierta contribución en productos pesqueros. La mayor 
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parte del hierro se encuentra asociado a proteínas (hemoglobina, mioglobina, 
citocromos, transferrina, ferritina…) o enzimas, y únicamente existen cantidades traza 
de hierro libre. Este hierro no proteico, o hierro libre, se encuentra quelatado a pequeñas 
moléculas, como el ATP, ADP o aminoácidos, pues el hierro libre presenta una 
solubilidad muy reducida (Kanner, 1994). Estos complejos de hierro se denominan 
comúnmente hierro de bajo peso molecular (Fe-LMW). El hierro de bajo peso suele 
encontrarse como hierro férrico, aunque puede ser convertido a hierro ferroso por un 
compuesto reductor (Hultin, 1994).  
 
El Fe-LMW incrementa su concentración durante el procesado o almacenamiento 
del músculo, debido a la liberación de hierro de las fuentes proteicas (Kanner, 1994; 
Erickson, 2002). El Fe-LMW en concentraciones traza, resulta un activador efectivo de la 
oxidación, pudiendo desarrollar la actividad prooxidante mediante dos mecanismos 
(Kanner, 1994):  
 
(i) El hierro ferroso reacciona con el peróxido de hidrógeno mediante la 
reacción de Fenton [reacción I.2], para generar el radical oxidante hidroxilo 
·OH. El hierro ferroso también puede intervenir en la generación del 
peróxido de hidrógeno, puesto que el Fe2+ puede reaccionar con el oxígeno 
molecular en estado fundamental (3O2) para generar el radical superóxido 
O2·-, que por dismutación genera H2O2 [reacción I.4].  
 
(ii) Puede descomponer los hidroperóxidos, originando radicales libres. El 
hierro ferroso es mucho más activo descomponiendo los hidroperóxidos que 
el hierro férrico.  
 
El hierro ferroso resulta por tanto, el estado de oxidación más prooxidante, pudiendo 
ser producido en la reacción del hierro férrico con especies reductoras, como el 
ascorbato y el radical superóxido, o con las enzimas microsomiales y mitocondriales 
(Erickson, 2002).  
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Hemoproteínas 
 
Las hemoproteínas se consideran el mayor catalizador de la oxidación lipídica en las 
especies con el músculo de color rosado (Erickson, 2002). Estas especies, comúnmente 
grasas, como la caballa, el jurel, el atún y la sardina, contienen en el músculo elevados 
niveles de hemoproteínas, que determinan su color. La hemoglobina es la hemoproteína 
mayoritaria en el músculo blanco de estas especies. En el músculo rojo coexisten la 
mioglobina y la hemoglobina, encontrándose la mioglobina en mayor concentración 
(Richards y Hultin, 2002). La hemoglobina tiene la función biológica de transportar el 
oxígeno por el organismo, mientras que la mioglobina lo almacena en el músculo hasta 
que se consume. La mioglobina y la hemoglobina están formados por uno y cuatro 
grupos hemo, respectivamente. El grupo hemo es un anillo porfirínico, en el que reside 
un átomo de hierro ferroso, que puede coordinarse con una molécula oxígeno. La 
hemoglobina enlazada al oxígeno se denomina oxihemoglobina y la especie libre de 
oxígeno, desoxihemoglobina (Dickerson, 1983). En el músculo, la hemoglobina y la 
mioglobina se encuentran inicialmente oxigenadas, pero durante el almacenamiento y 
procesamiento del músculo, las hemoproteínas se oxidan y liberan el oxígeno, debido a 
que únicamente la forma reducida de la hemoglobina puede contener oxígeno. La 
hemoglobina oxidada, o metahemoglobina, presenta el hierro en estado férrico.  
 
Las hemoproteínas promueven la oxidación lipídica del músculo mediante varios 
mecanismos: 
 
(i) Pueden descomponer los hidroperóxidos, generando radicales libres (Frankel, 
1998). 
 
(ii) Pueden actuar como fotosensibilizadores del oxígeno, como se ha indicado 
anteriormente (Kolakowska y col., 2000)  
 
(iii) La metahemoglobina puede ser activada por el peróxido de hidrógeno, para 
formar las especies hipervalentes perferrilhemoglobina (·HbFe(IV)=O) y 
ferrilhemoglobina (HbFe(IV)=O) (Kanner, 1994; Baron y Andersen, 2002). La 
perferrilhemoglobina es una especie muy inestable que se autoreduce 
rápidamente a la ferrilhemoglobina (Baron y Andersen, 2002) [reacción 1.5]. La 
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metamioglobina genera similares especies hipervalentes al reaccionar con el 
peróxido de hidrógeno. 
 
HbFe(III) + H2O2 ?·HbFe(IV)=O ?HbFe(IV)=O [1.5] 
 
Estas especies con el hierro en estado de oxidación +4, también se forman a 
partir de la interacción de la metahemoglobina con los hidroperóxidos 
lipídicos (Alayash y col., 2001). Algunos autores han indicado que las 
hemoproteínas perferrilo son capaces de iniciar la oxidación lipídica por 
sustracción de un átomo de hidrógeno a un PUFA (Kanner, 1994).  
 
El peróxido de hidrógeno se genera en la propia autooxidación de las 
hemoproteínas. La oxidación de la oxihemoglobina produce el radical superóxido 
[reacción I.6], que por dismutación genera el peróxido de hidrógeno, como se ha 
descrito previamente.  
 
HbFe(II)-O2 ?HbFe(III) + O2·- [I.6] 
 
La velocidad de autooxidación de las hemoproteínas está dramáticamente afectada 
por su estado de oxigenación, la temperatura, el pH y aspectos estructurales como son la 
protección del grupo hemo por la estructura proteica (Jensen y col., 1998).  
 
Las hemoglobinas de pescado presentan mucha mayor actividad promotora de la 
oxidación lipídica que las hemoglobinas de ternera, pollo y pavo. La actividad 
prooxidante de las hemoglobinas de pescado se caracteriza por una alta dependencia con 
el pH, que las diferencia también de las hemoglobinas de animales terrestres (Richards y 
col., 2002). Se han observado además, marcadas diferencias en la actividad oxidante de 
distintas hemoglobinas de pescado (Richards y Hultin, 2003; Undeland y col., 2004), aunque se 
precisan más estudios para clarificar las causas de estas diferencias. 
 
Ferritina 
 
La ferritina es una proteína, con un peso molecular aproximado de 450 KDa, que 
almacena el hierro hasta que es necesitado en los procesos biosintéticos de la célula. El 
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hierro puede liberarse fácilmente de la ferritina, en presencia de especies reductoras, 
como el anión superóxido, ascorbato o grupos tioles, y con mayor dificultad en 
presencia de compuestos quelatantes (Hultin, 1994). El hierro libre podría iniciar la 
oxidación lipidica por los mecanismos ya anteriormente expuestos. 
 
Riboflavinas 
 
Las riboflavinas, como se ha indicado con anterioridad, pueden originar oxígeno en 
estado singlete por fotosensibilización. El oxígeno en estado excitado, oxígeno singlete, 
es una especie muy electrófila, que genera una mezcla de hidroperóxidos conjugados y 
no conjugados por adición directa a los dobles enlaces de los PUFAs, que son zonas de 
alta densidad electrónica (Buettner, 1993). 
 
Las riboflavinas en su estado excitado, pueden además, reaccionar directamente con 
los PUFAs por transferencia electrónica, para formar finalmente un radical lipídico 
conjugado. En contraste con las reacciones de autooxidación de los ácidos grasos, 
ambos procesos fotoinducidos no son inhibidos por sustancias que rompen la cadena de 
formación de los radicales libres (Frankel, 1998). 
 
Ascorbato 
 
El ascorbato y otros compuestos reductores pueden promover la oxidación lipídica 
al favorecer la reducción del hierro férrico a hierro ferroso (Kanner, 1994). 
 
Enzimas microsomiales y mitocondriales 
 
El pescado contiene sistemas enzimáticos asociados a los microsomas y a las 
mitocondrias, que generan hierro ferroso. Estos complejos enzimáticos requieren la 
presencia de los coenzimas NADPH, o NADH, y del oxígeno molecular. La enzima 
transfiere un electrón del NADPH, o NADH, a la molécula de oxígeno, produciendo el 
radical superóxido, O2·-. El O2·- reduce el Fe3+ a Fe2+ (Kanner, 1994). El hierro ferroso, 
como se ha mencionado, es una especie capaz de iniciar la oxidación de los lípidos. 
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Lipoxigenasas 
 
Las lipoxigenasas incorporan de forma estereoselectiva, una molécula de oxígeno en 
una posición bisalílica del PUFA, generándose un hidroperóxido estereoespecífico con 
dos dobles enlaces conjugados (Frankel, 1998). La ciclooxigenasa es una lipoxigenasa 
atípica, que incorpora dos moléculas de oxígeno (Yamamoto, 1991). Los hidroperóxidos se 
descomponen para formar compuestos volátiles, y este proceso se relaciona también con 
la formación de los volátiles responsables de los aromas del pescado. Se ha observado la 
presencia de lipoxigenasas en las branquias (German y col., 1986) y en la piel del pescado 
(Hsieh y Kinsella, 1986; Medina y col., 1999a), sugiriéndose que la elevada susceptibilidad de 
la piel a sufrir oxidación puede deberse a la presencia de estas enzimas en la piel (Hsieh y 
Kinsella, 1986). En el músculo, las lipoxigenasas podrían tener una contribución 
importante en la oxidación, si se produce una contaminación del músculo con los 
componentes de la piel. Esta contaminación podría originarse en las etapas de picado y 
procesamiento del músculo (Hultin, 1994). 
 
Peroxidasas  
 
Las peroxidasas, en presencia de peróxido de hidrógeno y haluros tales como 
bromuro o yoduro, pueden iniciar la oxidación en el músculo de pescado (Kanner y 
Kinsella, 1983). Este proceso oxidativo podría ser importante durante el procesado del 
pescado, pues las mieloperoxidasas se localizan en la sangre. 
 
2.2.4. ANTIOXIDANTES ENDÓGENOS. 
 
El músculo de pescado posee numerosos compuestos enzimáticos y no enzimáticos 
que pueden inhibir la oxidación lipídica. Se suele diferenciar entre los inhibidores 
preventivos, que actúan sobre los activadores de la oxidación, y los verdaderos 
antioxidantes, que inhiben la etapa de iniciación y propagación de la oxidación, al 
reaccionar con los radicales libres. La Tabla I.3 resume los antioxidantes endógenos 
más relevantes del músculo de pescado. La actividad de muchos de estos compuestos es 
dependiente de la concentración, y en algunos casos y bajo ciertas condiciones, pueden 
catalizar la oxidación lipídica, actuando como prooxidantes (Decker y Hultin, 1992). 
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Tabla I.3. Antioxidantes endógenos más importantes del músculo de pescado. 
Inhibidores preventivos 
• superóxido dismutasa 
• catalasa 
• peroxidasas 
• ferroxidasas 
• carnosina 
• ascorbato (agente reductor, quelatante) 
• fosfolipasas 
Verdaderos antioxidantes 
• tocoferoles 
• ubiquinol 
• carotenoides 
• ascorbato 
• glutationa 
 
Los inhibidores preventivos actúan directamente sobre la catálisis, por ejemplo, 
eliminando las especies de oxígeno activas o manteniendo los metales de transición en 
su estado menos activo. 
 
La glutationa peroxidasa, enzima que contiene selenio, elimina el peróxido de 
hidrógeno en el interior de las células, al catalizar la reacción del peróxido de hidrógeno 
con la glutationa reducida (GSH) [reacción I.7]. La glutationa peroxidasa puede 
además, inhibir la oxidación en la fase de propagación de la oxidación al catalizar la 
reacción de los hidroperóxidos y los radicales libres con la glutationa reducida. 
 
 
GSH + H2O2 ? GSSG + 2H2O  [I.7] 
 
Las ferroxidasas son enzimas que oxidan el hierro ferroso a férrico, en presencia de 
oxígeno. El ceruloplamin, una proteína del suero sanguíneo, tiene actividad ferroxidasa. 
 
Los agentes quelatantes pueden inactivar el hierro al formar con éste, complejos 
inactivos para la catálisis de la oxidación. Pequeños péptidos como la carnosina y la β-
alanilhistidina, están presentes en el músculo de pescado e inhiben la oxidación lipídica 
por quelatación del hierro (Hultin, 1994).  
 
glutationa  
peroxidasa 
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El ascorbato puede actuar como inhibidor preventivo, debido a su capacidad para 
quelatar metales y para inhibir la autooxidación de las hemoproteínas (Gorelik y Kanner, 
2001).  
 
Las fosfolipasas, que activan la hidrólisis de los fosfolípidos, ralentizan el desarrollo 
de la oxidación lipídica enzimática y no enzimática de las membranas. La causa 
específica del aumento de la estabilidad oxidativa por hidrólisis de los fosfolípidos no 
ha sido todavía aclarada.  
 
Los denominados verdaderos antioxidantes intervienen en la cadena de formación 
de los radicales libres, convirtiendo los hidroperóxidos y los radicales en compuestos 
estables. En el músculo de pescado existen sustancias liposolubles con actividad 
antioxidante, como son el α-tocoferol, el ubiquinol y los carotenoides, que se localizan 
en las membranas celulares. Entre los compuestos hidrosolubles con propiedades 
antioxidantes, destaca el ascorbato y la glutationa, que se sitúan en el citosol, donde 
existen altos niveles de metales de transición (Decker y col., 2000). Las estructuras de estos 
antioxidantes del músculo de pescado se muestran en la Figura I.4. 
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Figura I.4. Estructuras de los antioxidantes endógenos del músculo de pescado. 
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Tocoferol 
 
El tocoferol es probablemente el principal antioxidante liposoluble del músculo de 
pescado. Se encuentra en contacto íntimo con las membranas, que son muy susceptibles 
de desarrollar la oxidación lipídica. El α-tocoferol es el isómero mayoritario en los 
tejidos animales, mientras que el γ-tocoferol es más común en especies vegetales (Decker 
y col., 2000).  
 
El tocoferol puede romper la cadena de formación de los radicales libres que 
intervienen en la oxidación, por cesión de dos electrones. Esta reacción genera especies 
lipídicas no radicales y radicales tocoferilo (Frankel, 1998). Los radicales tocoferilo no 
intervienen en la generación de nuevos radicales lipídicos, debido a que están 
estabilizados por resonancia (Decker y col., 2000). 
 
Ubiquinol 
 
El ubiquinol es un compuesto de naturaleza liposoluble con capacidad para interferir 
en las reacciones de propagación de la oxidación. El ubiquinol es un transportador de 
electrones de la membrana interna de la mitocondria. Algunos estudios evidencian que 
su papel inhibidor de la oxidación lipídica puede deberse a su capacidad para regenerar 
tocoferol (Cabrini y col., 1991; James y col., 2004). Esta actividad antioxidante del ubiquinol 
podría ser especialmente importante en el músculo rojo, en el cual la mitocondria puede 
representar hasta el 45 % del volumen de la célula (Hultin, 1994). La ubiquinona y las 
semiubiquinonas son especies oxidadas del ubiquinol. 
 
Carotenoides 
 
Los pigmentos carotenoides, como la astaxantina, que están presentes en crustáceos 
y especies de pescado asalmonadas (Mortensen y Skibsted, 2000), pueden actuar como 
antioxidantes al convertir los radicales en especies no radicales (Hultin, 1994).  
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Ascorbato 
 
El ascorbato, o ácido ascórbico, puede frenar el desarrollo de la oxidación lipídica 
por la cesión de átomos de hidrógeno o de electrones, a los radicales libres (Buettner, 
1993), y por su capacidad para regenerar el α-tocoferol (Frankel, 1998). Su actividad en un 
sistema dado, depende en gran medida de su concentración y del contenido de otras 
sustancias antioxidantes y prooxidantes. En medios acuosos, el ascorbato a elevadas 
concentraciones es activo como antioxidante. Sin embargo, puede actuar como 
prooxidante a bajas concentraciones, especialmente en presencia de iones metálicos, 
debido a la reducción del hierro férrico a ferroso.  
 
El sinergismo de los sistemas antioxidantes binarios α-tocoferol/ascorbato, en la 
inhibición de la rancidez, se atribuye fundamentalmente a la capacidad del ascorbato 
para regenerar el α−tocoferol (Frankel, 1998). 
 
Glutationa. 
 
El péptido γ-Glu-Cys-Gly, denominado glutationa, inhibe el desarrollo de la 
oxidación mediante la actividad reductora y antirradical del grupo tiol (-SH) del 
aminoácido cisteína. La forma reducida de la glutationa (GSH) puede ceder un átomo de 
hidrógeno a los radicales libres (Buettner, 1993). La reacción de la glutationa reducida con 
los radicales libres está catalizada por la glutationa peroxidasa [reacción I.8]. Los 
radicales glutationilo (GS·) pueden condensarse a través de un puente disulfuro, para 
formar dímeros GSSG [reacción I.9]. La glutationa es regenerada por la glutationa 
reductasa, en presencia de NADH o NADPH, a partir de su forma oxidada GSSG 
[reacción I.10]. 
 
ROO· + GSH ? ROOH + GS·  [I.8] 
 
2GS· ? GSSG  [I.9]  
 
GSSG + NAD(P)H + H+ ? 2GSH + NAD(P)+ [I.10] 
 
glutationa 
 peroxidasa 
glutationa 
 reductasa 
glutationa 
 reductasa 
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La glutationa también puede inhibir la oxidación por reducción del peróxido de 
hidrógeno y de los hidroperóxidos lipídicos [reacción I.11].  
 
ROOH + 2GSH ? ROH + GSSG + H2O  [I.11] 
 
Las proteínas y otros compuestos con grupos tiol, como el ácido lipoico, también 
podrían inhibir la oxidación por cesión de electrones a los radicales libres (Decker y col., 
2000). El ácido úrico y otros compuestos amino, también pueden inactivar los radicales 
lipídicos, aunque se conoce muy poco a cerca de la importancia de estas sustancias en la 
oxidación de los alimentos (Decker y col., 2000). 
 
 
 
 
glutationa 
 peroxidasa 
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3. CAMBIOS POST MORTEM DEL PESCADO QUE AFECTAN AL 
DESARROLLO DE LA OXIDACIÓN. 
 
Una de las dificultades para desarrollar estrategias que reduzcan o retrasen la 
oxidación lipídica, se debe a la característica dinámica de los tejidos. En los tejidos 
musculares, durante su conservación y almacenamiento, se modifican las 
concentraciones de prooxidantes y antioxidantes, y se producen cambios que afectan a 
su susceptibilidad oxidativa. En la Tabla I.4 se enumeran los cambios post mortem del 
músculo de pescado más importantes en el desarrollo de la oxidación lipídica (Hultin, 
1994). 
 
Tabla I.4. Resumen de los cambios post mortem del músculo de pescado que afectan al desarrollo de 
la oxidación lipídica. 
- Aumento de los productos de degradación del ATP: hipoxantina 
- Cambio de la xantina deshidrogenasa a la xantina oxidasa 
- Imposibilidad de las células musculares para mantener los gradientes de calcio 
- Incremento de los ácidos grasos libres 
- Incremento del contenido de hierro libre 
- Reducción del pH 
- Oxidación de las hemoproteínas  
- Perdida de compuestos reductores: ascorbato, NAD(P)H, glutationa 
- Pérdida de los antioxidantes de la membrana: tocoferol, ubiquinol 
- Pérdida de la integridad estructural de las membranas 
 
La xantina deshidrogenasa se convierte en la xantina oxidasa, probablemente por 
acción de una enzima proteolítica. La xantina oxidasa cataliza las etapas finales de la 
degradación de los nucleótidos, facilitando la conversión de hipoxantina (Hx) a xantina 
(Xa) [reacción I.12] y de xantina a ácido úrico [reacción I.13] (Gill, 2000). En estas 
reacciones se genera peróxido de hidrógeno, que como se ha indicado participa en la 
reacción oxidativa de Fenton.  
 
Hx + H2O + O2 ? Xa + H2O2 [I.12] 
 
Xa + H2O + O2 ? Ácido Úrico + H2O2 [I.13] 
xantina 
oxidasa 
xantina 
oxidasa 
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En condiciones post mortem, se anulan los mecanismos de obtención de energía 
de las células, y ello provoca que no sea posible el mantenimiento de los gradientes de 
iones en las células. En estas condiciones el calcio, ión activador de lipasas, fosfolipasas 
y proteasas, es liberado al citoplasma, y ello provoca un aumento de la actividad 
hidrolítica de los lípidos, y por tanto, de la concentración de los ácidos grasos libres. 
Los ácidos grasos libres muestran una susceptibilidad a la oxidación diferente respecto a 
la de los lípidos no hidrolizados. En el caso de los triacilglicéridos la hidrólisis aumenta 
la velocidad de la oxidación (Hultin, 1994).  
 
La acumulación de ácido láctico, generado por el proceso de respiración anaerobia 
o glucolisis, origina la reducción del pH del músculo durante su almacenamiento (Toldrá, 
2003). Esta modificación post mortem del valor de pH puede resultar trascendental, ya 
que se ha observado que un leve descenso del valor de pH, aumenta dramáticamente la 
actividad prooxidante de las hemoproteínas de pescado (Richards y Hultin, 2000).  
 
Durante el almacenamiento del músculo se produce un consumo secuencial de las 
especies antioxidantes. La pérdida de las sustancias antioxidantes origina finalmente un 
rápido incremento de la velocidad de la oxidación lipídica, dándose por finalizado el 
período de inducción de la oxidación. La predicción de la facilidad con la que los 
antioxidantes pueden transferir un hidrógeno o un electrón, a un radical libre, puede 
extraerse de los potenciales de reducción estándar de un electrón (Buettner, 1993) Un 
compuesto con un potencial de reducción más bajo que él del radical, o especie oxidada, 
puede donar un hidrógeno al radical libre, si la reacción es cinéticamente posible. La 
Tabla I.5 muestra los potenciales de reducción de un electrón de los radicales libres y 
los potenciales de los antioxidantes más importantes. A la vista de los potenciales, el α-
tocoferol, el ascorbato y el ubiquinol, pueden transferir un hidrógeno a los radicales 
peroxilo (ROO·), pues presentan unos potenciales de reducción inferiores. Además, los 
potenciales predicen que el ascorbato y el ubiquinol pueden ceder un hidrógeno para 
regenerar el α-tocoferol. 
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Tabla I.5. Potenciales estándar de reducción de un electrón para los radicales libres y algunos de 
los antioxidantes endógenos del músculo de pescado. 
Radical libre o antioxidante Eº´ (V) 
HO·, H+/H2O 
RO·, H+/ROH 
ROO·, H+/ROOH 
PUFA·, H+/PUFA-H 
α-Tocoferilo·, H+/α-tocoferol 
Ascorbato·, H+/ascorbato 
Semiubiquinona, H+/ubiquinol 
2,31 
1,60 
1,00 
0,60 
0,50 
0,28 
0,20 
 
El procesamiento del músculo también puede tener importante consecuencias en el 
proceso oxidativo (Decker y Xu, 1998). Por ejemplo, en los procesos de: 
 
- fileteo y de forma más importante en el picado, se rompe la compartimentación 
celular, poniendo en contacto el oxígeno y otros promotores de la oxidación, con 
el sustrato lipídico. 
 
-  tratamiento térmico causa disrupción celular y desnaturalización proteica. La 
desnaturalización de las proteínas ocasiona la pérdida del sistema antioxidante 
enzimático y la liberación del hierro unido a las proteínas.  
 
- salado, se incrementa la actividad catalítica del hierro y se reduce la actividad de 
las enzimas antioxidantes.  
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4. MÉTODOS INHIBIDORES DE LA OXIDACIÓN LIPÍDICA EN LOS 
ALIMENTOS. 
 
El objetivo fundamental para preservar la calidad de un alimento graso, en este caso 
particular, del pescado graso, debe ser evitar la oxidación. A la hora de proponer 
estrategias para inhibir la oxidación de los alimentos puede distinguirse entre los 
productos no procesados y los procesados. En un producto no procesado, como es el 
caso del pescado entero, se pueden aplicar los siguientes métodos con la finalidad de 
retrasar la oxidación: 
 
- reducir la temperatura de almacenamiento 
- aplicar atmósferas modificadas (Hwang y Regenstein, 1996)  
- eliminar la hemoglobina por sangrado (Richards y Hultin, 2002) 
- aplicar aditivos alimentarios con capacidad antioxidante  
 
No obstante, el empleo de aditivos antioxidantes en muchos alimentos no 
manufacturados, tales como carnes y pescados, suele estar limitado por la dificultad 
para introducir eficientemente la sustancia exógena antioxidante. En productos 
procesados, la incorporación de sustancias antioxidantes resulta más fácil. Para la 
inhibición de la oxidación en productos pesqueros procesados, además de los 
tratamientos antes mencionados, pueden proponerse medidas como: 
  
- la eliminación del músculo rojo, que presenta mayor inestabilidad oxidativa 
que el músculo blanco 
- la eliminación selectiva de las sustancias prooxidantes  
- el control del pH 
  
La fortificación de la dieta de animales y peces con sustancias antioxidantes, 
también puede considerarse para la mejora de la estabilidad oxidativa de sus carnes. 
Numerosas investigaciones indican que el enriquecimiento de la dieta en tocoferoles y 
carotenoides retarda el desarrollo de la oxidación. En el caso del tocoferol, incluso se ha 
observado que la incorporación del tocoferol en la dieta resulta más efectiva inhibiendo 
la oxidación, que la aplicación post mortem como aditivo (Mitsumoto, 2000). 
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4.1. SUSTANCIAS ANTIOXIDANTES DE USO ALIMENTARIO. 
 
Los antioxidantes constituyen un tipo de aditivos alimentarios destinados a “impedir 
o retardar, las oxidaciones catalíticas y el enranciamiento natural o provocado por la 
acción de diversos agentes (aire, luz, calor…)” (Madrid y Cenzano, 2000). Los antioxidantes 
pueden obtenerse mediante síntesis química, o pueden ser extraídos de fuentes 
naturales. Entre las sustancias antioxidantes sintéticas, podemos distinguir los 
compuestos que pueden encontrarse en la naturaleza, como son, el ácido cítrico, ácido 
ascórbico, tocoferoles y carotenoides, y los que no presentan análogos en el medio 
natural. Es habitual, el empleo del apelativo de antioxidante natural para las sustancias 
presentes en la naturaleza, aun siendo sintetizadas químicamente. 
 
El terbutilhidroxianisol (BHA), el terbutilhidroxitolueno (BHT), la 
terbutilhidroquinona (TBHQ) y el propilgalato (PG) son los antioxidantes sintéticos más 
empleados en alimentos. La Tabla I.6 muestra las estructuras moleculares y las 
propiedades físico-químicas más relevantes de estos compuestos (Coopen, 1994). El BHA 
y el BHT son muy lipofílicos y se usan ampliamente en emulsiones de aceite en agua 
(Erickson, 2002). 
 
Tabla I.6. Estructura y propiedades más relevantes de los antioxidantes sintéticos. 
 BHA 
OH
C(CH3)3
OCH3
BHT 
OH
C(CH3)3
OCH3
(CH3)3C
PG 
OH
OHHO
O OCH2CH2CH3 
TBHQ 
OH
C(CH3)3
OH
Peso molecular 180 220 212 166 
Punto de fusión (ºC) 50-52 69-70 146-148 126-128 
Sinergismo BHT y PG BHA BHA  
Solubilidad en agua (% 
p/v) 0 0 0,35 1 
 
El uso de los antioxidantes sintéticos y sus niveles en alimentos, está sujeto a 
normativas españolas y europeas. La dosis máxima recomendada para el BHA y el PG 
es de 200 mg por Kg de grasa, y para el BHT de 100 mg por Kg de grasa (Madrid y 
Cenzano, 2000). 
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La tendencia actual es evitar o minimizar el uso de sustancias sintéticas como 
aditivos alimentarios, debido a las dudas que existen acerca de su seguridad 
toxicológica, y sustituirlos por compuestos de origen natural (Frankel, 1998). Los 
compuestos antioxidantes de origen natural presentan la ventaja de que muchos son 
componentes comunes de los alimentos, de este modo, el hombre ha podido adaptarse a 
ellos y suponen menos peligro para su salud. Además, algunos antioxidantes de origen 
natural se han mostrado efectivos en la prevención de enfermedades cardiovasculares y 
de distintos tipos de cáncer (Ho y col., 1992; Packer y col., 1999). En lo que respecta a la 
publicidad y promoción de los alimentos que incorporen antioxidantes naturales con 
potencial actividad sobre la salud, debe tenerse en consideración que la nueva ley 
europea de etiquetado de productos funcionales prohíbe la realización de alegaciones 
médicas en los alimentos, si no están científicamente probados sus efectos en la 
prevención y tratamiento de enfermedades.  
 
Los antioxidantes pueden retrasar el desarrollo de la oxidación lipídica mediante 
diversos mecanismos. Entre las acciones más habituales de los antioxidantes para 
inhibir la rancidez, pueden citarse: 
 
(i) Estabilización o inactivación de los promotores de la oxidación.  
El ácido cítrico, los fosfatos, el AEDT (Frankel, 1998) y los fenoles, con grupos 
hidroxilos en posiciones orto (Packer y col., 1999), son algunos compuestos con 
actividad quelatante de los metales de transición. 
 
El ascorbato se ha mostrado efectivo en la inhibición de la autooxidación de las 
hemoproteínas, que da origen a derivados prooxidantes muy activos (Gorelik y 
Kanner, 2001).  
 
La quercetina y otros flavonoides han sido efectivos inhibiendo la formación de 
especies activas de oxígeno, como el peróxido de hidrógeno y el radical 
hidroxilo (Kandaswami y Middleton, 1997).  
 
Algunos compuestos fenólicos (Richard-Forget y col., 1995; Sadik y col., 2003; Liu y 
Pan, 2004), el ascorbato y el tocoferol (Saeed y Howell, 2001) pueden actuar como 
antioxidantes inhibiendo la actividad oxidativa de las lipoxigenasas. 
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(ii) Mantenimiento/regeneración de los antioxidantes endógenos.  
El ascorbato (Frankel, 1998), el ubiquinol (James y col., 2004) y algunos flavonoides, 
como la quercetina y las catequinas, muestran actividad regeneradora del α-
tocoferol (Zhu y col., 1999; Pedrielli y Skibsted, 2002). 
 
(iii) Reducción de hidroperóxidos a alcoholes.  
Algunos compuestos preservan el sistema de la oxidación, al inducir la 
descomposición de hidroperóxidos para formar alcoholes estables u otros 
productos inactivos. Los péptidos con grupos tiol y el ácido ascórbico pueden 
inhibir la oxidación por este mecanismo (Frankel, 1998). 
 
(iv) Supresión de los radidales libres. Los tocoferoles y un gran número de 
polifenoles retrasan el desarrollo de la oxidación por donación de átomos de 
hidrógeno a los radicales lipídicos (Frankel, 1998).  
 
La actividad antioxidante de un compuesto no depende únicamente de sus 
propiedades químicas. Su accesibilidad a las zonas activas de la oxidación es un factor 
muy decisivo en la eficacia antioxidante (Frankel, 1998). De este modo, la distribución de 
los antioxidantes en el sistema determina que los compuestos hidrofílicos sean más 
eficaces en medios apolares, como son los aceites, debido a que se sitúan en la interfase 
activa aire/aceite. Los lípidos de la interfase aire/aceite son más susceptibles a la 
oxidación, ya que presentan mayor contacto con el oxígeno. Los antioxidantes 
lipófilicos son menos activos inhibiendo la rancidez en aceites, pues se diluyen en la 
fase aceitosa. En las emulsiones de aceite en agua, sin embargo, los antioxidantes 
lipofílicos son más eficaces que los hidrofílicos, pues se concentran en las interfases 
aceite/agua, a diferencia de las hidrofílicos, que se sitúan a lo largo de la fase acuosa. En 
la interfase aceite/agua tiene lugar la interacción entre los promotores de la oxidación 
(iones metálicos, hemoglobina, peroxido de hidrógeno…) y el sustrato lipídico. Este 
comportamiento de los antioxidantes en las emulsiones y en los sistemas homogéneos 
de aceite se denomina la “paradoja polar”, en base a la observación de que las sustancias 
lipofílicas, o apolares, son más efectivas en las emulsiones y las sustancias hidrofílicas, 
o polares, son más efectivas en sistemas apolares, como son los aceites.  
 
I. Introducción general: 4. Métodos inhibidores de la… 
 
 - 32 -
Otros factores como la concentración del antioxidante, la temperatura, la presencia 
de luz, el tipo de sustrato lipídico, el estado físico del sistema, la presencia de 
promotores de la oxidación o de sinergistas, determinan la eficacia antioxidante (Pokorny 
y col., 2001). Los resultados también pueden variar dependiendo del método empleado 
para seguir la oxidación, de acuerdo con las actividades inhibidoras del antioxidante 
sobre los productos primarios, secundarios o terciarios de la oxidación (Frankel, 1998). 
Por tanto, para una correcta evaluación de las propiedades antioxidantes deben 
realizarse los ensayos en los alimentos que se pretenden estabilizar, o en un sistema 
modelo análogo, empleando distintos métodos para determinar el desarrollo de la 
oxidación.  
 
Un aspecto muy relevante en la optimización de los procedimientos antioxidantes es 
la búsqueda de compuestos, o procesos, con acciones inhibidoras complementarias. 
Cuando la aplicación conjunta de los compuestos resulta más efectiva que la suma de 
las actividades generadas por los compuestos aplicados individualmente, se dice que se 
ha producido un sinergismo. Así, la combinación de sustancias que eliminan radicales 
con inhibidores preventivos de la oxidación, puede producir un importante efecto 
sinérgico en la inhibición de la oxidación (Pokorny y col., 2001).  
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4.2. COMPUESTOS ANTIOXIDANTES DE ORIGEN NATURAL. 
 
En los últimos años, se está dedicando un gran esfuerzo en la identificación de 
sustancias de origen natural con capacidad antioxidante, con la finalidad de minimizar 
el consumo de los antioxidantes de origen sintético. Algunos estudios con animales han 
evidenciado efectos nocivos de los antioxidantes sintéticos después de un largo período 
de ingestión (Thompson y Moldeus, 1988; Safer y Al-Nughamish, 1999). Los antioxidantes de 
origen natural constituyen a priori una alternativa más saludable y segura que los 
antioxidantes sintéticos. Pero, la inocuidad para la salud de los compuestos naturales no 
debe darse por supuesta, siendo necesario el estudio de los efectos tóxicos de las 
sustancias naturales aisladas y añadidas como sustancias puras (Pokorny y Parkányiová, 
2004). Además, existen numerosos compuestos presentes de forma natural en el medio, 
que son potencialmente carcinogénicos y mutagénicos (Erickson, 2002). El ácido 
ascórbico y los tocoferoles son los antioxidantes naturales más empleados 
comercialmente. Los carotenoides, ácidos fenólicos, flavonoides, aminoácidos y 
proteínas son otros constituyentes del reino vegetal y animal, con potencial actividad 
antioxidante (Erickson, 2002).  
 
Los compuestos con propiedades antioxidantes suelen cumplir ciertas características 
estructurales (Packer y col., 1999): 
 
(i) Presencia de sustituyentes donadores de hidrógenos/electrones con 
apropiados potenciales de reducción. 
(ii) Estabilizan el radical que se genera, por deslocalización del electrón 
desapareado. 
(iii) Presentan zonas con capacidad para quelatar metales de transición. 
 
Así, un estudio preliminar de los constituyentes potencialmente bioactivos como 
antioxidantes, puede realizarse determinando su capacidad antirradical y quelatante de 
metales (Packer y col., 1999).  
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4.2.1. Fenoles y ácidos fenólicos simples. 
 
Los fenoles simples se caracterizan por la presencia de un esqueleto fenólico: un 
anillo aromático con un grupo hidroxilo. Los polifenoles, grupo al que pertenecen los 
flavonoides, contienen al menos dos subunidades fenólicas (Shahidi y Naczk, 1995).  
 
Los fenoles simples incluyen monofenoles tales como el p-cresol identificado en 
varias frutas, el 3-etilfenol y el 3,4-dimetilfenol responsable del sabor a humo de ciertos 
cacaos. Las hidroquinonas son probablemente los fenoles simples más ampliamente 
distribuidos en el medio natural (Ho, 1992). El tirosol y el hidroxitirosol, son p-
etanolfenoles muy frecuentes en vegetales. El hidroxitirosol presenta en el anillo 
aromático dos grupos hidroxilo en posició orto. Los fenoles simples se encuentran 
frecuentemente conjugados. Así, el hidroxitirosol y el tirosol, en las aceitunas y en sus 
productos derivados, están mayoritariamente esterificados con ácidos orgánicos, como 
el ácido elenólico (Sacchi y col., 2002). 
 
Los ácidos fenólicos simples más abundantes en la naturaleza son derivados del 
ácido benzoico y del ácido cinámico. La Tabla I.7 define la estructura molecular de 
estos ácidos fenólicos y de los derivados más comúnmente encontrados en la naturaleza 
(Hall III, 2001). Los ácidos fenólicos se encuentran de manera habitual conjugados, más 
frecuentemente como ésteres que como glicósidos. El ácido clorogénico es un sustrato 
clave en el pardeamiento enzimático de las manzanas y peras (Ho, 1992). La Tabla I.8 
recoge algunas de las fuentes de los ácidos fenólicos en la dieta humana (Rice-Evans y col., 
1996). 
 
Los compuestos fenólicos pueden presentar actividad antioxidante en virtud, entre 
otros factores, de su capacidad donadora de electrones, es decir de su carácter reductor. 
La actividad reductora de los fenoles se debe a la presencia de los grupos hidroxilo en el 
anillo aromático, y su capacidad para deslocalizar los electrones del radical fenólico 
(White y Xing, 1997). La presencia de otros grupos funcionales en el anillo aromático tiene 
influencia en el carácter reductor.  
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Tabla I.7. Estructuras de los ácidos fenólicos simples derivados del ácido benzoico y del 
ácido cinámico. 
Derivados del ácido benzoico 
OH
R2 R1
COOH  
 
Derivados del ácido cinámico 
OH
R1R2
CH=CH-COOH 
 
Compuesto R1 R2 Compuesto R1 R2 
Ácido p-hidroxibenzoico H H Ácido p-cumárico H H 
Ácido vaníllico H OCH3 Ácido ferúlico H OCH3 
Ácido siríngico OCH3 OCH3 Ácido sinápico OCH3 OCH3 
Ácido dihdidroxibenzoico OH H Ácido cafeico OH H 
Ácido gálico OH OH    
 
Tabla I.8. Fuentes de ácidos fenólicos simples de la dieta. 
Ác. Ferúlico Trigo, maíz, arroz, tomates espinacas, repollo, espárragos 
Ác. Cafeico 
Uvas blancas, vino blanco, olivas, aceite de oliva, 
espinacas, repollo, espárragos, café 
Ác. p-Cumárico 
Uvas blancas, vino blanco, tomates, espinacas, repollo, 
espárragos 
Ác. Clorogénico 
Manzanas, peras, fresas, tomates, albaricoques, 
melocotones 
 
Se han establecido las siguientes relaciones entre la estructura de los fenoles y su 
carácter dador de electrones, en base a estudios teóricos y estudios in vitro:  
 
(i) La presencia de grupos alquilo en posiciones orto o para al grupo hidroxilo, 
aumenta la capacidad electrónica donadora del fenol (Pokorny y col., 2001). El 
grupo alquilo en estas posiciones confiere estabilidad al radical fenólico 
generado en la acción antioxidante, ya que el electrón puede deslocalizarse 
por un carbono terciario. La presencia del grupo alquilo puede explicar la 
mayor actividad antioxidante de los derivados del ácido cinámico, 
comparados con los correspondientes derivados del ácido benzoico (Cuvelier y 
col., 1992). 
 
(ii) La introducción de un segundo hidroxilo en posición orto o para también 
incrementa la capacidad donadora de electrones. La mejora antioxidante al 
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presentar dos hidroxilos en orto se debe principalmente al establecimiento 
de un puente de hidrógeno intramolecular, que estabiliza el radical fenólico 
(Pokorny y col., 2001).  
 
(iii) La presencia de uno o dos sustituyentes metoxi- (OCH3) en orto al hidroxilo, 
también mejora la actividad antioxidante, pero la introducción de un grupo 
metoxi resulta mucho menos efectiva que la adición de un segundo grupo 
hidroxilo. Esto puede deberse a la imposibilidad de formar enlaces de 
hidrógeno intramoleculares, en el caso de que el sustituyente sea el grupo 
metoxi (Pokorny y col., 2001).  
 
La relación estructura-actividad antioxidante se ha discutido en base a la mayor o 
menor disposición de los fenoles para ceder electrones. Pero la estructura molecular 
también determina otras propiedades que intervienen en la actividad antioxidante, como 
son el carácter polar y la capacidad quelatante. Los grupos hidroxilo en orto constituyen 
sitios activos para quelatar metales (Khokhar y Owusu Apenten, 2003) y la presencia de 
cadenas alifáticas aumenta el carácter apolar del compuesto.  
 
Los fenoles simples también pueden promover la oxidación, especialmente en 
presencia de trazas metálicas, al activar la reducción del ión férrico a ión ferroso (Keceli y 
Gordon, 2002). La actividad prooxidante de los fenoles puede resultar dependiente del pH 
(Pavia-Martins y Gordon, 2002). 
 
4.2.2. Flavonoides. 
 
Los flavonoides son un grupo de polifenoles caracterizados por el esqueleto 
carbonado C6-C3-C6. La estructura básica de estos compuestos consiste en dos anillos 
aromáticos unidos por una cadena alifática de tres carbonos, los cuales normalmente 
condensan para formar un anillo pirano, y menos comúnmente un anillo furano (White y 
Xing, 1997). El anillo aromático que cicla con el grupo C3 para formar el anillo pirano se 
denomina anillo A, el ciclo pirano es el anillo C y el otro anillo aromático se define 
como el anillo B.  
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Los flavonoides se encuentran ampliamente distribuidos en frutas, vegetales, frutos 
secos, semillas, flores y distintas bebidas, y son por tanto importantes constituyentes de 
la dieta (Packer y col., 1999). En las plantas se han identificado más de cuatro mil 
flavonoides, y muchos de ellos contribuyen a las características sensoriales de las frutas, 
el té y el vino, entre otros. Propiedades del vino tales como su color, olor y astringencia 
están influenciadas por el contenido en flavonoides. Los polifenoles se consideran 
también esenciales en el envejecimiento y la higiene del vino (Shahidi y Naczk, 1995). 
 
Los flavonoides se subdividen habitualmente en flavonas, isoflavonas, flavonoles, 
flavanoles, flavanonas y antocianidinas, en función de sus características estructurales 
(Heim y col., 2002). La Figura I.5 muestra la estructura de las distintas familias de 
flavonoides y de sus compuestos más comunes en la naturaleza.  
 
Las catequinas y las epicatequinas se diferencian en la estereoquímica del hidroxilo 
de la posición 3. La estereoquímica de este hidroxilo puede originar diferencias en la 
actividad antioxidante (de Gaulejac y col., 1999b; Porto y col., 2003). 
 
La Tabla I.9. enumera algunos alimentos habituales de la dieta que contienen 
flavonoides (Rice-Evans y col., 1996).  
 
Tabla I.9. Alimentos que incorporan flavonoides a la dieta . 
Flavanoles 
Epicatequina 
Catequina 
Epigalocatequina 
Epicatequin-3- galato 
Epigalocatequin-3 galato 
Té verde, té negro, vino tinto 
Flavanonas 
Narangina 
Taxifolina 
 
Pieles de cítricos 
Cítricos 
Flavonoles 
Kaemferol 
Quercetina 
Miricetina 
 
Endivia, brócoli, uvas, té negro, puerro, rábano 
Cebolla, lechuga, brócoli, piel de manzana, fresas, olivas, té, vino tinto 
Uvas, vino tinto, arándanos 
Flavonas 
Apeginina 
 
Apio, perejil 
Antocianidinas 
Malvidina 
Cianidina 
Apigenidina 
 
Uvas, vino tinto 
Cereza, frambuesa, fresa, uvas 
Fruta coloreada y pieles 
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Flavonas 
OHO
OH O
2
,
3
,
4
,
5
,
6
,
2
36
8
 
 3’ 4’ 
Apigenina H OH 
Luteolina OH OH  
 
Isoflavonas 
 
O
O 4,
7
5
 
 
 4’ 5 7 
Genisteína OH OH OH 
Genistina OH OH O-Glucosa  
Flavonoles 
OHO
OH O
OH
2
,
3
,
4
,
5
,
6
,
2
6
8
3
 
 2’ 3’ 4’ 5’ 
Quercetina H OH OH H 
Miricetina H OH OH OH 
Morina OH H OH H 
Kaemferol H H OH H 
Rutina* H OH OH H 
Hesperidina** H OH OCH3 H 
* glucósido con una O-rutinosa en la posición C-
3. 
** glucósido con una O-rutinosa en la posición 
C7. 
Flavanoles 
OHO
OH
OH
2
,
3
,
4
,
5
,
6
,
2
6
8
3
 
 3’ 4’ 5’ 
Catequina OH OH H 
Catequin-3-galato* OH OH  
Galocatequina OH OH OH 
Galocatequin-3-galato* OH OH OH 
* en el OH de la posción C3 presenta un ácido gálico 
esterificado.  
 
 
Flavanonas 
OHO
OH O
2
,
3
,
4
,
5
,
6
,
2
36
8
 
 3 3’ 4’ 
Naringenina H H OH 
Naringina* O-Ra H OH 
Taxifolina OH OH OH 
* glucósido con una O-ramnoglucosa en la 
posición C3. 
Antocianidinas 
O
3
,
4
,
5
,
3
5
7
 
 3 3’ 4’ 5’ 5 7 
Apigeninidina H H OH H OH OH 
Cianidina OH OH OH H OH OH 
Malvidina OH OCH3 OCH3 OCH3 OH OH 
 
 
Figura I.5. Estructuras de algunos de los flavonoides aislados en plantas y frutas. 
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Los flavonoides están presentes en muchos vegetales y frutas en forma de 
glicósidos, en los cuales un azúcar sustituye al átomo de hidrógeno del grupo hidroxilo. 
El sitio más frecuente para la conjugación del azúcar y el flavonoide es la posición 3, si 
se encuentra hidroxilada, o la posición 7 en ausencia del -OH en la posición 3. La D-
glucosa es el azúcar más frecuentemente unido al flavonoide, aunque la fructosa, 
ramanosa y otros glúcidos han sido identificados en los glicósidos. La mayor 
concentración de glicósidos generalmente se localiza en las hojas y en otras estructuras 
expuestas a la luz. Las cebollas son una excepción, pues la mayoría de flavonoides de 
este bulbo se encuentran como glicósido. En el tracto digestivo, se produce la liberación 
del flavonoide, o aglicona del glicósido, por la acción hidrolítica de la microflora (Packer 
y col., 1999).  
 
Los flavonoides pueden encontrarse conjugados con un ácido orgánico mediante un 
grupo éster, siendo especialmente frecuente la esterificación con el ácido gálico. Los 
flavonoides esterificados con unidades de ácido gálico se denominan galatos. Los 
galatos de las epicatequinas son muy abundantes en el té verde, y en ellas la 
esterificación se realiza a través del grupo hidroxilo de la posición 3 (Ho y col., 1997). 
 
En las plantas se encuentran además presentes, numerosas estructuras poliméricas 
de los flavonoides, caracterizadas por enlaces carbono-carbono entre los monómeros. 
Estos derivados condensados se denominan de forma genérica taninos, o 
proantocianidinas. Las procianidinas, una subclase de las proantocianidinas, son 
importantes en la dieta humana y están constituidas por unidades de (+)-catequina y (-)-
epicatequina. Dímeros, trímeros y oligómeros de catequinas, con uniones C4-C6 o C4-
C8, entre los monómeros, están presentes en vinos tintos, semillas de uva, manzanas y 
cacao (Heim y col., 2002). La Figura I.6 muestra la estructura de las procianidinas 
oligoméricas, con sus unidades de extensión y su unidad terminal.  
 
Las procianidinas vienen determinadas por el tipo de enlace carbono-carbono de los 
monómeros, y por el tipo y el número de monómeros (Packer y col., 1999). Las 
procianidinas pueden llegar a contener más de 17 unidades monoméricas. Los taninos 
esterificados con el ácido gálico son conocidos como taninos hidrolizables o galotaninos 
(Heim y col., 2002).  
 
I. Introducción general: 4. Métodos inhibidores de la… 
 
 - 40 -
 
OH
OH
R
8
6
4
3
OHO
OH
OR
OH
OH
R
4
3
OHO
OH
OR
8
HO
OH
R
8 6
4
3
O
OH
OH
OR
OH
OH
R
4
3
OHO
OH
OR
8
6
Unidades de
extensión
Unidad terminal
2
2
2
2
1
1
1
1 R1= H, 
 
OH
OH
OH
CO
O
R2 = H, OH
 
 
Figura I.6. Estructura de los oligómeros de las catequinas, o procianidinas.  
 
La capacidad de los flavonoides para actuar como antioxidantes, por cesión de un 
electrón o un hidrógeno, depende directamente del potencial de reducción y de la 
reactividad de los grupos hidroxilo (Pokorny y col., 2001). Generalmente se distinguen tres 
estructuras que determinan altas propiedades antirradicales y reductoras de los 
flavonoides: (a) el orto-dihidroxilo, también denominado resto catecol, del anillo B (b) 
el doble enlace de las posiciones 2 y 3, conjugado con el grupo carbonilo del carbono 4. 
Las flavonas, los flavonoles y las isoflavonas poseen esta estructura conjugada. (c) la 
presencia de hidroxilos en las posiciones 3 y 5. La quercetina contiene estas tres 
estructuras y ello le confiere mayor potencial antioxidante que el kaemferol, que no 
contiene una estructura catecol en el anillo B (Shahidi y Naczk, 1995; Pokorny y col., 2001).  
 
La actividad antioxidante de los flavonoides depende críticamente de la parte de la 
molécula con más eficiencia donadora de electrones. Estudios espectrales han puesto de 
manifiesto que la oxidación tiene lugar en el anillo B, cuando la estructura catecol está 
presente, rindiendo un radical orto-semiquinona que facilita la deslocalización 
electrónica. Las estructuras (b) y (c) estabilizan el radical flavonoide generado en el 
anillo B (Pokorny y col., 2001; Heim y col., 2002). Además: 
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- la presencia de una estructura con tres hidroxilos en orto, denominado grupo 
pirogalol, mejora la capacidad donadora de electrones. 
 
- los glicósidos presentan menor actividad reductora que las correspondientes 
agliconas (Packer y col., 1999; Heim y col., 2002).  
 
- los restos de ácido gálico mejoran las propiedades de los monómeros y 
dímeros para atrapar radicales libres, debido a la presencia de un grupo 
pirogalol en el residuo de ácido gálico (Rice-Evans y col., 1996; de Gaulejac y col., 
1999b). Sin embargo, la incorporación de residuos galato en las procianidinas 
de tres o más unidades puede restar efectividad antirradical, posiblemente 
debido al aumento de las repulsiones estéricas (de Gaulejac y col., 1999b). 
 
En relación a la incidencia del grado de polimerización sobre la capacidad 
antirradical, debe decirse que muchas investigaciones (Vennat y col., 1994; Castillo y col., 
2000b; Porto y col., 2003) estudian dicho efecto basándose en la concentración molar del 
compuesto, no teniendo en cuenta de este modo, la existencia de un mayor número de 
unidades polifenólicas, que incorporan nuevos grupos hidroxilo activos. La actividad 
antioxidante por unidad monomérica, o por unidad de masa, resulta más adecuada para 
estudiar el efecto de la polimerización sobre la actividad antioxidante, pues pondera los 
oligómeros en función del número de unidades. De Gaulejac y col. (1999b) indicaron que 
el aumento del grado de polimerización de 1 a 4 unidades mejora la actividad del 
flavonoide para atrapar radicales superóxido, mientras que el incremento del número de 
unidades de 4 a 10 afecta negativamente a la actividad antirradical. La mejora del poder 
antirradical de los flavanoles con el grado de polimerización, puede explicarse por la 
extensión de la deslocalización electrónica a través de las uniones intramoleculares 
entre los monómeros (Castillo y col., 2000a; Castillo y col., 2000b). Las procianidinas están 
principalmente formadas por uniones C4-C8 entre los monómeros, las cuales le 
confieren una conformación muy compacta (de Gaulejac y col., 1999a). El aumento del 
impedimento estérico a medida que se incorporan nuevas unidades al oligómero, parece 
ser la causa de la disminución de la actividad antirradical en las procianidinas de más de 
4 unidades (de Gaulejac y col., 1999b). El impedimento estérico dificulta el acceso de los 
radicales libres a los hidroxilos del oligómero. El tamaño de la procianidina afecta de 
manera similar a la interacción de las procianidinas con las proteínas, interacción 
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responsable de la sensación de astringencia de algunos alimentos (de Gaulejac y col., 
1999b). Las procianidinas de grado de polimerización medio, tetrámeros y pentámeros, 
son las que presentan mayor afinidad con las proteínas (Lea, 1992).  
 
Los dímeros con uniones C4-C6 exhiben mayores propiedades para atrapar radicales 
que las procianidinas con uniones C4-C8 (de Gaulejac y col., 1999b), debido posiblemente a 
la estructura más abierta de los dímeros con enlaces C4-C6, que le confiere mayor 
accesibilidad a sus grupos hidroxilo (De Freitas y col., 1998; de Gaulejac y col., 1999b). Por 
otro lado, los dímeros con enlaces intramoleculares C4-C8 presentan un mayor carácter 
hidrofóbico que los dímeros con uniones C4-C6 (Porto y col., 2003). 
 
En relación a la actividad quelatante de los flavonoides, algunos estudios han 
sugerido que los grupos funcionales claves son el grupo 3’,4’-catecol del anillo B, la 
agrupación 3-hidroxi, 4-ceto del anillo C y la estructura 5-hidroxi, 4-ceto, formada entre 
los ciclos A y C (Packer y col., 1999). El resto catecol del ciclo B se ha mostrado más 
efectivo en la complejación de Cu(II) que las agrupaciones formadas por el grupo 4-ceto 
y los grupos hidroxilo adyacentes de las posiciones 3 y 5 (Brown y col., 1998). Los restos 
de ácido gálico en taninos y catequinas monoméricas, se consideran parcialmente 
responsables de las propiedades quelatantes de estos compuestos (Heim y col., 2002). 
 
El valor de pH puede modificar la actividad antioxidante de los flavonoides, debido 
a su efecto sobre las propiedades quelatantes y reductoras. La desprotonación de los 
grupos hidroxilo aumenta la capacidad del flavonoide para eliminar radicales (Lemanska y 
col., 2001). La actividad quelatante de los flavonoides, contrariamente a la capacidad 
reductora, resulta menor a pH ácido (Satúe-Gracia y col., 1997). 
 
Es preciso indicar que los flavonoides bajo determinadas condiciones, también 
pueden mostrar actividad prooxidante. Los flavonoides pueden catalizar la reducción 
del hierro férrico a hierro ferroso, que como se ha indicado anteriormente es un 
iniciador importante de la oxidación lipídica (Cao y col., 1997; Roedig-Penman y Gordon, 1997; 
Heim y col., 2002).  
 
La actividad antioxidante de los flavonoides también ha suscitado una gran atención 
debido a sus saludables efectos fisiológicos. Estudios epidemiológicos evidencian que la 
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incorporación de los flavonoides en la dieta es efectiva para la prevención de 
enfermedades coronarias (Hertog y col., 1993). Diversas investigaciones también han 
confirmado actividades anticancerígenas, antiinflamatorias, antihepatotóxicas, 
antibacterianas, antiviricas y antialergénicas para algunos flavonoides (Girard y Mazza, 
1998).  
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4.3. ANTIOXIDANTES NATURALES PARA LA INHIBICIÓN DE LA 
RANCIDEZ EN PRODUCTOS PESQUEROS. 
 
La problemática de la generación de aromas rancios en los productos pesqueros y en 
los productos que contienen aceites de pescado, se ha intentado abordar con la 
incorporación de distintos antioxidantes de origen natural.  
 
Tocoferoles y ácido ascórbico. 
 
Los tocoferoles son ampliamente empleados como alternativa natural a los 
antioxidantes sintéticos pero no siempre originan una efectiva protección frente a la 
oxidación lipídica. En aceites de pescado, el α-tocoferol no retrasa eficazmente la 
oxidación cuando el aceite está contaminado con trazas de hierro y cobre (Yanishlieva y 
Marinova, 2001). El empleo de sistemas antioxidantes ternarios compuestos por 
tocoferoles, ácido ascórbico, añadido en forma de ascorbato o palmitato de ascorbilo, y 
lecitina, origina un considerable aumento de la estabilización de aceites de pescado 
(Löliger y Saucy, 1989; Han y col., 1991; Hamilton y col., 1998). El palmitato de ascorbilo 
presenta unas propiedades antioxidantes muy similares al ascorbato pero, a diferencia 
del ascorbato, es soluble en medios oleosos. 
  
Hamilton y col. (1998) estudiaron los efectos de concentrados de α-, γ/δ y δ-tocoferol 
(0,2-2,0 %) aislados, y en combinación con palmitato de ascorbilo (0,1 %) y lecitina 
(0,05 %), para mejorar la estabilidad oxidativa de aceite de pescado almacenado a 20 ºC. 
El orden de efectividad de los concentrados de tocoferol para inhibir la formación de 
peróxidos, resultó δ > γ/δ > α, especialmente con el nivel superior de concentración.  
Las combinaciones ternarias originaron la mayor protección frente a la autooxidación 
del aceite. Los autores encontraron que los sistemas binarios palmitato de ascorbilo-
lecitina y lecitina-γ/δ o δ-tocoferol presentan fuertes sinergias en el retardo de la 
oxidación. La lecitina, nombre con el que comúnmente se hace referencia a la 
fosfatidilcolina, puede reforzar la actividad antioxidante del tocoferol y el ascorbato 
debido a su capacidad para substraer radicales libres (Frankel, 1998). Los grupos amino de 
los fosfolípidos pueden ceder un hidrógeno al radical antioxidante, contribuyendo así, a 
la regeneración del antioxidante. Bandarrra y col. (1999) observaron, en aceite de sardina 
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refinado mantenido a 40 ºC, que la mezcla α-tocoferol-fosfatidiletalonamina (PE), 
presenta un mayor sinergismo que la combinación de α-tocoferol y fosfatidilcolina 
(PC). El mayor sinergismo de la PE, comparada con la PC, es debido a su mayor 
facilidad para transferir un átomo de hidrógeno al radical tocoferoxilo (Segawa y col., 
1994). La intensidad del efecto sinérgico es directamente proporcional al número de 
hidrógenos aminos del fosfolípido (Segawa y col., 1995). La mezcla de ascorbato y 
tocoferol también origina un fuerte sinergismo, debido a la acción regeneradora del 
ascorbato sobre el tocoferol (Frankel, 1998).  
 
En aceite de sardina tratado térmicamente, no se observó sinergismo al aplicar 
conjuntamente α-tocoferol (0,05%) y un extracto de romero (0,02%), aunque el 
tocoferol se degradó más lentamente en presencia del extracto de romero (Wada y Fang, 
1992).  
 
El tocoferol presenta mayor actividad antioxidante en sistemas emulsionados de 
aceite en agua que en un sistema monofásico de aceite, debido a su carácter lipofílico y 
a la denominada “paradoja polar”. El tocoferol es más efectivo en emulsiones al 
situarse en los sitios más susceptibles a la oxidación: las interfases aceite-agua y las 
gotas de aceite. En un sistema homogéneo de aceite, el tocoferol se distribuye por toda 
la fase oleosa, lo cual origina una baja concentración de antioxidante en la interfase 
activa aceite-aire, donde la oxidación tiene lugar. El Trolox, un análogo sintético del α-
tocoferol que contiene un grupo ácido carboxílico en sustitución de la cadena alifática, 
es más efectivo en un sistema homogéneo de aceite que en aceite emulsionado (Frankel, 
1998).  
 
Con respecto al uso de tocoferol para la estabilización del músculo, debe 
mencionarse que la administración de elevados niveles de α-tocoferol acetato en la dieta 
de diversos animales de granja mejora la estabilidad oxidativa de sus carnes (Tang y col., 
2001). Sin embargo, cuando el tocoferol es aplicado directamente en el músculo, resulta 
relativamente ineficaz para controlar la oxidación lipídica (He y Shahidi, 1997). La mayor 
efectividad del tocoferol introducido en la dieta, frente al tocoferol aplicado post 
mortem, parece asociarse a que el tocoferol introducido in vivo se concentra en las 
membranas, que son muy susceptibles a la oxidación, mientras que el tocoferol aplicado 
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post mortem se distribuye menos efectivamente en los sitios activos de la oxidación. 
 
En la literatura se indican mejoras sustanciales de la actividad antioxidante del 
tocoferol en el músculo de pescado, al emplearse conjuntamente con un extracto de 
romero (Wada y Fang, 1992; Fang y Wada, 1993).  
 
Como se ha comentado, el ácido ascórbico es habitualmente empleado en presencia 
de tocoferol debido al gran sinergismo que genera este sistema antioxidante binario. La 
aplicación del ácido ascórbico como única sustancia antioxidante, no suele ser muy 
efectiva para la inhibición de la oxidación. Lauritzsen y Olsen (2004), en bacalao salado, 
indicaron que el ascorbato muestra efecto antioxidante a elevadas concentraciones, 
superiores a 1000 ppm, mientras que la adición de ascorbato en una concentración de 
500 ppm, o inferior, resulta prooxidante. Richards y Li (2004) encontraron similares 
resultados en un sistema de músculo lavado de bacalao activado con hemoglobina. El 
ascorbato resultó antioxidante a altas concentraciones, pero activó la oxidación a bajas 
concentraciones. 
 
Aminoácidos y proteínas. 
 
En muchas matrices de origen vegetal y animal, se han identificado péptidos con 
propiedades antioxidantes (Sun y col., 2004). Sin embargo, hasta el momento no existen 
muchos procesos antioxidantes, aplicados a productos pesqueros, que impliquen el uso 
de proteínas.  
 
Marcuse (1960) evaluó la actividad antioxidante de los aminoácidos en aceite de 
arenque, encontrando en la histidina la actividad inhibidora más pronunciada. Tong y 
col. (2000) estudiaron la capacidad antioxidante de las proteínas del suero de la leche en 
una emulsión de aceite de salmón (10 %), con Tween 20 como emulsificador. La 
aplicación de un 10 % de suero resultó efectiva retrasando el desarrollo oxidativo. La 
actividad antioxidante del suero se atribuyó a las proteínas con un peso molecular 
superior a 3500 Da. El calentamiento del suero aumentó el acceso a los grupos sulfidrilo 
de las proteínas, y ello se correspondió con una mejora en la actividad antioxidante del 
suero. 
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Hu y col. (2003) reflejaron el efecto del pH y la temperatura en las propiedades 
antioxidantes de diversas proteínas del suero, empleadas como emulsificadores, en 
emulsiones de aceite de salmón. Se encontró que a valores de pH inferiores al punto 
isoeléctrico de las proteínas, en los cuales las gotas de emulsión estaban cargadas 
positivamente, la oxidación se desarrolló más lentamente. Esta observación se explicó 
por la repulsión eléctrica generada entre los iones metálicos y las gotas de emulsión. 
Investigaciones posteriores compararon la capacidad antioxidante de las proteínas del 
suero, con las proteínas de soja y con el caseinato sódico (Faraji y col., 2004). Las tres 
fuentes proteicas fueron empleadas como emulsificadores en emulsiones de aceite de 
pescado. La estabilidad oxidativa de la emulsiones siguió el siguiente orden: proteínas 
de soja > caseinato sódico> proteínas de suero. Estos estudios indican la posibilidad de 
estabilizar alimentos emulsionados ricos en ácidos grasos ω-3 mediante la incorporación 
de proteínas bioactivas. 
 
Extractos de romero y de otras especias. 
 
Las propiedades antioxidantes de los extractos de romero han sido ampliamente 
investigadas. La actividad inhibidora del romero se debe fundamentalmente a cinco 
compuestos: ácido carnósico, carnosol, ácido rosmarínico, rosmaridifenol y el rosmanol 
(Löliger, 1989).  
 
La actividad antioxidante de los extractos de romero está significativamente 
influenciada por el sustrato lipídico y el tipo de sistema en el que se va a emplear. 
Frankel y col. (1996) encontraron que un extracto de romero (300 y 500 ppm), el 
carnosol (30 y 50 ppm) y el ácido carnósico (30 y 50 ppm) resultaron muy activos 
inhibiendo la oxidación en aceites vegetales y aceites de pescado. Pero, resultaron 
activadores de la oxidación en emulsiones de aceites vegetales en agua. En emulsiones 
de aceite de pescado, el extracto de romero y sus constituyentes aislados retrasaron la 
oxidación, pero con menor eficiencia que en el caso del sistema homogéneo de aceite. 
La distribución de los compuestos del romero en los sistemas puede explicar este 
comportamiento. El carnosol y el ácido carnósico son de naturaleza hidrofílica, por tanto 
son más efectivos preservando la estabilidad oxidativa de los aceites que de las 
emulsiones de aceite. La mayor actividad antioxidante de los compuestos del romero en 
las emulsiones de aceite de pescado, puede explicarse por la elevada polaridad de las 
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interfases aceite de pescado-agua, que origina una mayor concentración de estos 
compuestos en dichas interfases activas.  
 
Wada y Fang (1992) observaron una dependencia de la actividad antioxidante de un 
extracto de romero con la temperatura. Así, encontraron mayor actividad antioxidante 
utilizando un extracto de romero (0,02 %) que empleando tocoferol (0,05 %) en aceite 
de sardina almacenado a 30 ºC. Sin embargo, al elevar la temperatura a 60ºC, el extracto 
de romero resultó mucho menos efectivo que el tocoferol. El extracto de romero 
también demostró peor actividad antioxidante que el tocoferol, en músculo de bonito 
almacenado a 30 ºC.  
 
Medina y col. (2003) emplearon un extracto de romero, rico en ácido carnósico, para 
inhibir la oxidación de aceite de pescado y emulsión de aceite de pescado en agua. El 
extracto de romero, en concentración no superior a un 0,01 %, resultó eficaz en los dos 
sistemas ensayados, mostrando en la emulsión mayor eficiencia que el BHT. También 
observaron que el extracto de romero tenía un importante sinergismo con las proteínas 
de pescado, reforzando su eficacia antioxidante. Los autores sugieren que este 
sinergismo puede ser atribuido a un efecto protector de las proteínas sobre la oxidación 
del ácido carnósico. El ácido carnósico también se ha mostrado sinérgico con el α-
tocoferol (Hopia y col., 1996). 
 
Los extractos de romero también se mostraron eficaces retrasando la rancidez y 
preservando el contenido de PUFAs en filetes y en músculo picado de jurel y merluza, 
durante el almacenamiento a -18 ºC (Vareltzis y col., 1997). La aplicación de un extracto 
natural obtenido de la percolación de romero, bálsamo de limón e hisopo, también 
aumentó la estabilidad oxidativa de los filetes de jurel. El extracto se aplicó por 
inmersión de los filetes en una disolución acuosa del extracto (Aubourg y col., 2004). 
 
El orégano y el jengibre también se testaron en la inhibición de la oxidación lipídica 
de diversos productos pesqueros. En aceite de pescado almacenado a 40 ºC, el orégano y 
el romero al 0,5%, exhibieron unas propiedades antioxidantes similares al BHT (0,02 %) 
(Tsimidou y col., 1995). Entre los compuestos del orégano con potencial antioxidante se han 
identificado principalmente flavonoides, como la apigenina, el eriodictiol, el 
dihidrokaemferol y la dihidroquercetina (Vekiari y col., 1993). Un extracto de jengibre 
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mostró propiedades antioxidantes en pescados fermentados, almacenados a 30 ºC 
(Fagbenro y Jauncey, 1994).  
 
Aceite de oliva y sus fenoles. 
 
Los fenoles del aceite de oliva han sido eficazmente empleados en la estabilización 
de diversos productos pesqueros. Los compuestos fenólicos presentes en el aceite de 
oliva pueden clasificarse en fenoles lipofílicos, como los tocoferoles y los derivados 
complejos de los ácidos fenólicos simples, y en fenoles hidrofílicos, en los que se 
incluyen fenoles simples como el hidroxitirosol y tirosol, y ácidos fenólicos como el 
ácido siríngico, entre otros (Montedoro y col., 1993).   
 
El aceite de oliva extra virgen y el aceite de oliva refinado, incorporados como 
medio de cobertura del atún enlatado, mostraron mayor eficacia inhibiendo la rancidez 
que el aceite de soja refinado y la salmuera. Las actividades antioxidantes de los aceites 
de oliva se atribuyeron fundamentalmente a su contenido fenólico. Los autores 
observaron que la composición fenólica del aceite de oliva extra virgen cambia 
marcadamente durante el procesamiento térmico (Medina y col., 1998). Estudios posteriores 
de Sacchi y col. (2002), indicaron que los compuestos fenólicos complejos derivados del 
tirosol e hidroxitirosol, solubles mayoritariamente en fases oleosas, se hidrolizan 
durante el procesado térmico del producto enlatado. Esta descomposición de los fenoles 
complejos induce un aumento del contenido de fenoles simples, los cuales son más 
solubles en fases acuosas, y pueden por tanto situarse en la interfase agua-músculo 
donde tiene lugar la oxidación. Ambos fenómenos, la hidrólisis y la migración hacia la 
fase acuosa, pueden explicar la perdida de los compuestos fenólicos del aceite de oliva 
empleado como medio de cobertura y la protección de los PUFAs del producto pesquero 
enlatado. 
 
Medina y col. (1999b) testaron un extracto fenólico obtenido de aceite de oliva extra 
virgen para inhibir la oxidación del atún enlatado. El extracto estaba compuesto por 
fenoles simples, tales como el tirosol y el hidroxitirosol, y fenoles complejos, que 
incluyen la oleuropeina aglicona y derivados elenólicos del tirosol e hidroxitirosol. El 
extracto fenólico (400 ppm) mostró actividad antioxidante en el atún enlatado, en 
presencia de salmuera y aceite refinado de oliva.  
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Un extracto fenólico de aceite de oliva extra virgen también se ensayó para inhibir la 
oxidación de músculo de jurel emulsificado y de distintos sistemas que contenían lípidos 
de pescado: aceite de bacalao y emulsiones de aceite de bacalao en agua. La oxidación 
se activó mediante tratamiento térmico. El extracto de aceite de oliva estaba constituido 
principalmente por hidroxitirosol, tirosol y diferentes ésteres del ácido elenóico con el 
hidroxitirosol y el tirosol. Este extracto en concentraciones no superiores a 100 ppm, 
resultó efectivo inhibiendo la oxidación de los tres sistemas empleados. El extracto no 
mostró un efecto cooperativo con las proteínas de pescado, en la inhibición de la 
oxidación en la emulsión de aceite (Medina y col., 2003). En un estudio previo, tampoco se 
había observado efecto sinérgico entre los fenoles del aceite de oliva y la lactoferrina, 
una proteína complejante de hierro, en emulsiones de aceite de maíz en agua (Medina y 
col., 2002). 
 
Polifenoles del té y otros flavonoides. 
 
Los extractos de té han sido pródigamente empleados para la estabilización 
oxidativa de distintos productos enriquecidos en lípidos marinos. La composición del té 
depende de la variedad y la edad de la planta, y de factores ambientales como son el 
clima y la estación. Las catequinas son los polifenoles predominantes del té verde y la (-
)-epigalocatequingalato (EGCG) suele representar el 50 % del contenido polifenólico 
total. La (-)-epicatequina (EC), (-)-epicatequingalato (ECG) y (-)-epigalocatequina 
(EGC) también están presentes en el té verde (Ho y col., 1997).  
 
Los extractos de té no purificados pueden mostrar actividad prooxidante en aceites 
de pescado, debido al efecto catalítico de las clorofilas en la oxidación (Wanasundara y 
Shahidi, 1998a). La eliminación de las clorofilas del extracto de té, originó una excelente 
actividad antioxidante de este extracto natural en aceite de pescado. El extracto de té 
desclorofilizado mostró mayor actividad antioxidante que el α-tocoferol, el BHT y el 
BHA, pero fue menos activo que la TBHQ. En relación a la actividad antioxidante de las 
diferentes catequinas del té, se observó en aceites de pescado el siguiente orden 
decreciente: ECG > EGCG >EGC > EC (Wanasundara y Shahidi, 1996). Las catequinas del 
té se testaron en una concentración de 200 ppm, resultando el ECG ligeramente más 
efectivo que la TBHQ. 
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La catequina, la morina, la miricetina y la quercetina son otros flavonoides 
empleados para la inhibición de la oxidación en aceites de pescado (Nieto y col., 1993; 
Wanasundara y Shahidi, 1998b). La aplicación de los flavonoides antes mencionados, en una 
concentración de 100 ppm, resultó efectiva para la prevención de la autooxidación de 
los aceites de pescado o de la oxidación activada por el hierro ferroso. La miricetina, la 
quercetina y la morina exhibieron mayor actividad antioxidante que el BHA y el BHT. 
La miricetina, flavonol con un grupo hidroxilo más que la quercetina, resultó el 
flavonoide más efectivo, mostrando una actividad similar a la TBHQ (Wanasundara y 
Shahidi, 1998b). 
 
Un extracto aislado de semillas de uva, rico en flavonoides poliméricos o 
proantocianidinas, mostró una elevada eficacia inhibiendo la oxidación de una emulsión 
de aceite de algas en agua (Hu y col., 2004). La aplicación del extracto natural de uva (620 
µM) en las emulsiones retardó la rancidez a pH 3 y 7. Sin embargo, la catequina y 
ascorbato, empleados en las mismas concentraciones molares, fueron prooxidantes a pH 
3 e inefectivos a pH 7. La actividad antioxidante del extracto de uva mostró dependencia 
de la concentración, no siendo efectivo en una concentración de 124 µM.  
 
Las catequinas del té y otros flavonoides también se han testado en el músculo de 
pescado. Un extracto de té verde (300 ppm) resultó eficaz inhibiendo la oxidación de 
músculo picado de caballa durante su almacenamiento en refrigerado. El extracto 
natural inhibió la formación de los aldehídos un 60 %, frente al 20 % inhibido por el α-
tocoferol (Tang y col., 2001). Diversos extractos de té verde y sus catequinas de forma 
individual, también se evaluaron para la estabilización de músculo de caballa sometido a 
tratamiento térmico (75 ºC) y almacenado en refrigerado (He y Shahidi, 1997). Los 
extractos evaluados y las catequinas puras (200 ppm) mostraron una gran efectividad 
inhibiendo la rancidez. El orden de efectividad de la catequinas del té fue el siguiente: 
EGCG ≈ ECG > EGC >> EC. La EGCG se manifestó más efectivo que la TBHQ. Por 
tanto, la esterificación de una unidad de ácido gálico en la estructura flavonoide 
aumentó la eficacia antioxidante de las catequinas, en el músculo de pescado. 
 
Las propiedades antioxidantes de distintos flavonoles se testaron para inhibir la 
rancidez en pescado salado y cocinado, durante su almacenado a 4 ºC (Ramanathan y Das, 
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1992; Ramanathan y Das, 1993). La actividad de los polifenoles se comparó con el α-
tocoferol, el ascorbato y el BHT. El eficacia antioxidante con una concentración de 200 
ppm, resultó: miricetina > BHT > quercetina > morina ≈ α-tocoferol ≈ kaempferol > 
rutina. El ácido ascórbico mostró propiedades prooxidantes. Este orden de efectividad 
está de acuerdo con las propiedades antirradicales de los flavonoles (Hall III, 2001).  
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4.4. LOS RESIDUOS VINÍCOLAS COMO FUENTE DE ADITIVOS 
ANTIOXIDANTES DE USO ALIMENTARIO.  
 
El conocimiento de los beneficios atribuidos a ciertos compuestos de origen natural 
en la salud, unido al propósito de sustituir el uso de los antioxidantes sintéticos, ha 
suscitado que en la actualidad exista un enorme interés en la búsqueda de materiales 
naturales con propiedades antioxidantes. Las frutas, legumbres, frutos secos, vegetales, 
especias y té, son productos incorporados a la dieta humana que contienen una gran 
cantidad de sustancias antioxidantes (Moure y col., 2001). Pero, estos materiales presentan 
un precio demasiado elevado para su empleo como fuente de aditivos alimentarios. 
 
Algunos residuos agroalimentarios y forestales también contienen una elevada 
cantidad de sustancias antioxidantes, pudiendo destacar: las pieles de patata (Rodríguez de 
Sotillo y col., 1994), el bagazo de manzana (Lu y Foo, 2000), el bagazo de uva (Lu y Foo, 1999; 
Torres y col., 2002), las semillas de uva (de Gaulejac y col., 1999a), los serrines y subproductos 
lignocelulósicos (Cruz y col., 2001; González y col., 2004), el alpechín y las aguas de alpechín, 
generados en el proceso de obtención de aceites de oliva (Medina y col., 2002). Estos 
materiales residuales, debido a su bajo costo, pueden constituir una fuente muy 
apropiada para la obtención industrial de aditivos alimentarios con propiedades 
antioxidantes.  
 
El orujo o bagazo de uva, constituido por pieles, semillas y raspón, es el principal 
material residual generado en el proceso de obtención del vino y puede obtenerse a bajo 
precio. El bagazo presenta un contenido muy importante en compuestos antioxidantes y 
es un subproducto abundante, pues supone aproximadamente el 20 % del peso de las 
uvas procesadas en la elaboración de vino y zumo. Su producción mundial anual 
asciende a 10 millones de toneladas (Girard y Mazza, 1998). Además, la generación de 
bagazo de uva es especialmente importante en España, pues junto con Francia e Italia, 
son los mayores productores mundiales de vino (FAO, 2002). 
 
Los compuestos fenólicos son componentes importantes de la uva y se encuentran 
preferentemente en la piel y la pepita. La pulpa presenta un reducido contenido fenólico, 
conteniendo solamente un 10 % de los fenoles de la uva. En la pulpa destaca la 
presencia de los ácidos fenólicos simples: ácido gálico, ácido cafeico, ácido p-cumárico 
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y ácido ferúlico (Leighton y Urquiaga, 2000). El hollejo y la pepita están constituidos 
mayoritariamente por flavonoides, del tipo antocianinas, flavanoles, flavonoles 
glicosilados y flavonoides oligoméricos (Girard y Mazza, 1998). La cantidad de polifenoles 
de la uva depende principalmente de la variedad de la uva, del clima, el terreno y las 
prácticas de cultivo. 
 
El proceso de vinificación también incorpora diferencias en el contenido fenólico de 
los vinos, siendo la principal razón del mayor contenido en fenoles de los vinos tintos 
frente a los vinos blancos. Los vinos blancos, contrariamente a los tintos, se obtienen al 
fermentar el jugo de la uva prensada, o mosto, sin la presencia de pieles, pepitas y restos 
de raspón (Girard y Mazza, 1998). La incorporación de los compuestos fenólicos de las 
pieles y pepitas, durante la maceración, origina el mayor contenido fenólico de los vinos 
tintos. Los vinos tintos presentan un promedio de 2,5 g de polifenoles por litro y los 
blancos 0,24 g por litro, expresados en equivalentes de ácido gálico (Frankel y col., 1995). 
Del mismo modo, el proceso de vinificación origina bagazos con diferente contenido en 
fenoles. En el bagazo de alcoholera, o fermentado, que proviene de la producción de 
vinos tintos, el contenido fenólico depende del período de maceración (Girard y Mazza, 
1998).  
 
Además, los extractos fenólicos de la uva y del bagazo de uva se consideran 
sustancias seguras, o GRAS, según la Administración del Alimento y del Medicamento 
(FDA) de Estados Unidos, y muestran importantes propiedades funcionales. Las 
procianidinas, muy abundantes en vinos tintos, se han mostrado efectivas previniendo 
las dolencias cardiovasculares. Así, la denominada “paradoja francesa”, que refleja la 
reducida proporción de enfermedades coronarias en la población francesa en relación al 
alto consumo de grasas, se asocia al elevado consumo de vino tinto (Williams y Elliott, 
1997). Los polifenoles del vino también muestran actividad anticarcinogénica frente a 
distintos tipos de cáncer y poseen efectos antiinflamatorios, antihepatotóxicos y 
antibacterianos (Girard y Mazza, 1998). 
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Este trabajo de investigación se planteó con dos objetivos generales: 
 
- La propuesta de compuestos antioxidantes de origen natural útiles para inhibir el 
desarrollo de la rancidez en el músculo de especies pesqueras grasas, como el 
jurel y la caballa, durante su almacenamiento en congelado. 
 
- La elucidación de los mecanismos que determinan la eficacia antioxidante de los 
compuestos antioxidantes propuestos, en el músculo de pescado. 
 
Con estos propósitos generales se pretendió presentar alternativas asequibles, 
basadas en compuestos antioxidantes de origen natural, que retrasen el rápido deterioro 
de los productos pesqueros grasos en estado congelado. El desarrollo de la rancidez es, 
hoy por hoy, el mayor problema con el que se encuentran las industrias para mantener la 
calidad de las especies grasas de pescado. La estabilización oxidativa del músculo de 
pescado, en particular del músculo graso, puede tener importantes implicaciones 
económicas, sociales y ambientales, desde el punto de vista del aumento del período 
comercial del producto, de un mejor aprovechamiento de los recursos pesqueros y de 
una mayor distribución/comercialización de un alimento muy saludable, como es el 
pescado graso. 
 
El bagazo de uva blanca se empleó como fuente de compuestos antioxidantes 
naturales, debido a que es un material abundante que puede ser obtenido a bajo precio, 
dada su naturaleza residual, y que presenta un elevado contenido en compuestos 
polifenólicos. 
 
Con la finalidad de alcanzar el primer objetivo general se abordaron los siguientes 
objetivos parciales: 
 
1. La obtención de distintos compuestos polifenólicos a partir del bagazo de uva y 
la caracterización físico-química de los compuestos obtenidos. Se analizaron 
aspectos como la caracterización estructural, la capacidad antirradical, el 
carácter reductor, la actividad quelatante y el grado de adsorción en el músculo 
de pescado. 
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2. El estudio de la actividad antioxidante de los polifenoles del bagazo en aceites 
de pescado y emulsiones de aceite de pescado en agua, con objeto de realizar un 
análisis preliminar de la efectividad antioxidante de los polifenoles en sistemas 
modelo ricos en lípidos de pescado. 
 
3. El estudio de la actividad antioxidante de los polifenoles del bagazo, 
seleccionados en base a los resultados obtenidos en el desarrollo de los objetivos 
1 y 2, en músculo de pescado picado y almacenado congelado a -10 ºC. 
 
4. El estudio de la actividad antioxidante de los polifenoles del bagazo en filetes de 
pescado almacenados congelados a -10 ºC, mediante la aplicación de distintos 
procesos tecnológicos para la incorporación de los polifenoles en los filetes.  
 
Asimismo, para el esclarecimiento de los mecanismos que rigen la actividad 
antioxidante de los compuestos polifenólicos, se estudió la interacción de los 
polifenoles del bagazo con los compuestos intrínsecos del músculo de pescado que 
participan el desarrollo oxidativo. Se analizó: 
 
5. La influencia de los polifenoles del bagazo sobre los compuestos antioxidantes 
endógenos más relevantes en el músculo de pescado: α-tocoferol, ubiquinona y 
glutationa. 
 
6. El efecto inhibidor de los polifenoles del bagazo sobre la oxidación promovida 
por los compuestos prooxidantes más representativos del músculo de pescado: la 
hemoglobina y el hierro libre. 
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CAPÍTULO 1: OBTENCIÓN, FRACCIONAMIENTO Y CARACTERIZACIÓN 
DE LOS POLIFENOLES DEL BAGAZO DE UVA. 
 
 
1. INTRODUCCIÓN. 
 
Los compuestos polifenólicos son extraídos de materiales sólidos fundamentalmente 
por extracción sólido-líquido con disolventes (etanol, metanol, acetona y agua), o por 
extracción con fluidos supercríticos. El bagazo de uva está constituido por una mezcla 
compleja de compuestos polifenólicos, como ya se ha indicado, por tanto es necesario el 
aislamiento de los diferentes componentes para la identificación de las sustancias con 
mayor actividad.  
 
La caracterización estructural del extracto total y de los compuestos aislados, es un 
aspecto de especial relevancia para comprender los procesos antioxidantes de estos 
compuestos. Como se ha comentado anteriormente, los compuestos fenólicos presentan 
marcadas relaciones entre su estructura y ciertas propiedades químicas que intervienen 
en mecanismo antioxidante, como son la capacidad reductora y quelatante. Factores 
como el grado de polimerización, la glicosilación y la galoización, pueden modificar las 
propiedades antioxidantes de los compuestos fenólicos.  
 
Otro aspecto fundamental para desvelar los mecanismos que más contribuyen en la 
actividad antioxidante de los compuestos fenólicos, es la determinación de su capacidad 
para eliminar radicales libres, ceder electrones y quelatar metales de transición. La 
distribución de los compuestos antioxidantes en el sistema, resulta otro aspecto 
importante en la actividad antioxidante, ya que los compuestos deben localizarse en los 
sitios activos de la oxidación para actuar sobre los radicales libres y las especies 
prooxidantes. La localización de los compuestos antioxidantes en aceites homogéneos y 
en aceites emulsificados, deriva fundamentalmente del carácter polar de los compuestos 
(Frankel, 1998).  
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Los objetivos de este capítulo de la memoria fueron los siguientes: 
i) obtención y caracterización estructural de los compuestos fenólicos del 
bagazo de uva. 
ii) caracterización de los compuestos fenólicos del bagazo por su polaridad. 
iii) caracterización in vitro de las propiedades antirradicales, el poder reductor y 
la capacidad quelatante de los fenoles del bagazo. 
 
La extracción, purificación y caracterización estructural de los fenoles del bagazo de 
uva fue realizada por el grupo del Dr. Josep Lluís Torres, del IIQAB de Barcelona 
(CSIC), en el marco del proyecto coordinado CYCIT PPQ2000-0688-C05. Las 
propiedades físico-químicas de los fenoles del bagazo se compararon con las de un 
antioxidante sintético, el propilgalato, y con las de los antioxidantes naturales fenólicos: 
(+)-catequina, ya que es un componente importante de los polifenoles del bagazo, e 
hidroxitirosol. El hidroxitirosol se estudió debido a su elevada eficacia como 
antioxidante en sistemas ricos en lípidos marinos, y especialmente en músculo de 
pescado (Sánchez, 2002). 
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2. MATERIAL Y MÉTODOS. 
 
2.1. MATERIAL. 
 
El extracto fenólico total del bagazo de uva, OW, y los compuestos fenólicos 
purificados, fueron cedidos por el Dr. Josep Lluís Torres del IIQAB de Barcelona 
(CSIC). Los compuestos fenólicos se obtuvieron del bagazo de prensada de la uva 
blanca Parellada (Vitis vinifera). Este subproducto estaba constituido por pieles, 
semillas y pequeñas cantidades de raspón. 
  
Se empleó jurel (Trachurus trachurus) para obtener el músculo de pescado. Los 
individuos se adquirieron en un mercado local de Vigo, y presentaron una calidad extra 
de frescura (DOCE, 1989). 
 
Se empleó un aceite de hígado de bacalao (Gadus morhua), proporcionado por 
Fluka (New-Ulm, Swizerland), para el cálculo de los coeficientes de reparto aceite/agua 
de los fenoles. El aceite de pescado se conservó a 4 ºC, bajo atmósfera inerte de 
nitrógeno. 
 
El reactivo de Folin-Ciocalteu, cloruro férrico hexahidratado, cloruro ferroso 
tetrahidratado, L-histidina, (+)-catequina, quercetina, ácido gálico, sal disódica del 
ácido etilendiamintetraacético (AEDT) y el 3-(2-piridil)-5,6-difenil-1,2,4-triacina 
(ferrocina) se adquirieron en Sigma (St. Louis, MO, USA). El propilgalato se obtuvo de 
Merck (Hohenbernn, Germany) y el 2,4,6-tripiridil-s-triacina (TPTZ) de Fluka (New-
Ulm, Swizerland). El 3,4-dihidroxifeniletanol (hidroxitirosol) fue cedido amablemente 
por el Instituto de la Grasa (CSIC, Sevilla). 
  
Todos los reactivos y disolventes empleados fueron de grado analítico y el agua 
utilizada fue de calidad Milli-Q. 
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2.2. EXTRACCIÓN DE LOS POLIFENOLES. 
 
El objetivo del proceso de extracción fue la obtención de un extracto constituido por 
los fenoles del bagazo solubles en acetato de etilo y agua. Este extracto fenólico se 
denominó OW, al ser soluble en una fase orgánica y en agua. OW es el acrónimo de los 
términos ingleses organic y water. El protocolo de extracción de OW fue desarrollado 
por el grupo del Dr. Torres (Torres y Bobet, 2001). 
 
Procedimiento. 
16 kg de bagazo húmedo se descongelaron y lavaron cinco veces con 10 L de agua 
desionizada. El residuo sólido se puso en contacto con una mezcla agua:etanol, en una 
relación 3:7, durante 16 h y con agitación ocasional. Esta última operación se repitió 
dos veces. La disolución obtenida se filtró dos veces a través de lana de vidrio. El etanol 
de la disolución filtrada, se eliminó por evaporación a vacío. La suspensión acuosa 
resultante se liofilizó para rendir un extracto crudo de 587 g. El sólido liofilizado se 
desengrasó con hexano (3 x 2 L) y el disolvente se decantó. El residuo se secó y 
resuspendió en 2 L de agua. Después de la adición de 10 mL de ácido acético, los 
polifenoles fueron extraídos cinco veces con 0,5 L de acetato de etilo. La fase orgánica 
se reunió y su disolvente se eliminó por evaporación a vacío. El residuo sólido se 
resuspendió en 0,5 L de agua y la suspensión resultante se filtró a través de un plato 
poroso. El sólido retenido se lavó de nuevo con 0,5 L de agua. La disolución acuosa 
filtrada se centrifugó y la fase acuosa se deshecho. Después de la liofilización se 
obtuvieron 15,6 g de extracto total OW, que contiene especies solubles en ambas fases, 
acetato de etilo y agua.  
 
2.3. FRACCIONAMIENTO DEL EXTRACTO OW. 
 
El extracto polifenólico total OW, se separó en distintos componentes en función de 
la polaridad y del tamaño de los mismos. El fraccionamiento de los polifenoles por su 
carácter polar se realizó mediante cromatografía líquida preparativa de alta resolución 
en fase reversa (Pre-RP-HPLC) como se describe en el trabajo de Matito y col. (2003). 
La separación de los constituyentes en función del tamaño, se llevó a cabo por 
cromatografía líquida sobre la resina Toyopearl, según el procedimiento descrito por 
Torres y col. (2002) 
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Procedimiento. 
La Figura 1.1 sintetiza el proceso de fraccionamiento del extracto total OW que se 
describe en las próximas líneas.  
 
 
Figura 1.1. Esquema de fraccionamiento del extracto total polifenólico OW. 
 
OW se dividió en una fracción formada por los polifenoles más polares, fracción I, 
y en una fracción formada por los polifenoles más apolares, que se denominó II, 
mediante Pre-RP-HPLC. La Pre-RP-HPLC se desarrolló con un sistema de bombas 
Water Prep LC 4000 (Milford, USA) acoplado a un cartucho PrepPack Water (300 x 47 
mm d.i.) relleno de la fase estacionaria VYDAC C18 (The Separations Group, Hesperia, 
USA) de 300 Å de tamaño de poro y 15-20 µm de tamaño de partícula. La velocidad de 
flujo fue 100 mL/min. La columna se equilibró con agua filtrada (0,45 µm). En el 
sistema cromatográfico se cargaron 2 g de OW y se lavaron con 1,7 L de agua. Las 
fracciones se eluyeron con mezclas de acetonitrilo/agua. La fracción I se arrastró con 2 
L de CH3CN al 12 % y la fracción II con 2 L de CH3CN al 24 %. El disolvente de las 
fracciones I y II se eliminó por evaporación a vacío y posterior liofilización. La 
fracciones se conservaron en forma sólida a -30 ºC, en una atmósfera libre de humedad. 
  
Bagazo de uva blanca Parellada 
Extracto crudo 
Extracto total 
OW
I II 
VI V VII VIII III IV 
Etanol 70 %
AcOEt
RP-HPLC, menos retenidos RP-HPLC, más retenidos 
Toyopearl HW-40F Toyopearl HW-40F  Toyopearl HW-40F  
MeOH MeOH MeOH 
Acetona/ 
Agua (3:2) 
Acetona/ 
Agua (3:2) 
Acetona/ 
Agua (3:2) 
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Para el fraccionamiento por tamaño de OW y de las fracciones I y II, se disolvieron 
600 mg de cada una, en 6 mL de metanol y se cargaron 3 mL en una columna de vidrio, 
de 240 mm de longitud y 25 mm de diámetro interno, rellena con resina Toyopearl TSK 
HW-40F de 32-63 µm de tamaño de partícula (TosoHass, Tokio, Japan). La columna se 
equilibró con metanol. Los restantes 3 mL de la disolución fenólica se cargaron en una 
segunda carrera cromatográfica. El fraccionamiento se realizó en dos etapas. Una 
primera elución con 250 mL de metanol permitió la obtención de las fracciones con los 
fenoles de menor tamaño. La aplicación posterior de 250 mL de una mezcla 
agua/acetona (2:3) arrastró los componentes fenólicos de mayor tamaño. La velocidad 
de flujo fue 12 mL/min para el metanol y 3 mL/min para la mezcla agua/acetona. El 
disolvente se eliminó por evaporación a vacío y los residuos resultantes se disolvieron 
en 100 mL de agua y posteriormente se liofilizaron. La separación por tamaños de OW 
originó 293 mg de una fracción compuesta por fenoles de menor tamaño, denominada 
III, y 242 mg de fenoles mayores, denominada IV. La fracción I originó la fracción V 
(218 mg) y VI (178 mg). Las fracciones VII (85 mg) y VIII (305 mg) se obtuvieron de 
la separación por tamaños de los componentes de la fracción II. 
 
2.4. IDENTIFICACIÓN DE LOS POLIFENOLES DE LAS FRACCIONES 
DEL BAGAZO. 
 
La identificación básica de los polifenoles que componen las fracciones se realizó 
mediante HPLC en fase reversa con detección espectrofotométrica, de acuerdo con 
Matito y col. (2003). Los compuestos se identificaron en base a las propiedades 
espectrales y a los tiempos de retención.  
 
Procedimiento. 
Los constituyentes de cada fracción se separaron empleando como fase móvil: [A] 
una disolución acuosa al 0,1 % (v/v) de ácido trifluoroacético (TFA) y [B] una 
disolución de TFA al 0,08 % en una mezcla de agua/CH3CN (1:4). Se empleó un 
gradiente de elución de 0 al 50 % de [B] durante 38 min, con una velocidad el flujo de 
1,5 mL/min. La separación se desarrolló en un equipo HPLC analítico Kontron 
(Kontron Instruments, Basel, Switzerland) provisto de a una columna (250 mm x 4,6 
mm d.i.) rellena de VYDAC C18 (The Separations Group, Hesperia, USA) de 300 Å de 
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tamaño de poro y 5 µm de tamaño de partícula. La velocidad de flujo fue de 1,5 mL/min 
y la detección se realizó a 214 nm. 
 
2.5. DETERMINACIÓN DEL GRADO DE POLIMERIZACIÓN, PESO 
MOLECULAR Y PORCENTAJE DE GALOIZACIÓN DE LAS 
PROCIANIDINAS. 
 
El tamaño y la composición de las fracciones oligoméricas se estimó mediante el 
análisis de HPLC en fase reversa de las procianidinas sometidas a tiólisis ácida, según el 
procedimiento desarrollado por Torres y Selga (2003). 
 
La cisteamina, 1-tio-2-aminoetano, se empleó como reactivo tiolizante. En este 
proceso de despolimerización se liberan las unidades monoméricas terminales intactas y 
las unidades de extensión de las procianidinas se liberan como un 2-aminoetiltio-
derivado, al adherirse la cisteamina a la posición C4 de la unidad de extensión que 
estaba unida a la unidad terminal. La concentración molar de los monómeros liberados 
se calculó con las áreas cromatográficas y las curvas de calibración obtenidas con los 
compuestos puros.  
 
Procedimiento. 
10 mg de fracción liofilizada se disolvieron en 1 mL de metanol. 200 µL de la 
disolución fenólica se añadieron a 200 µL de la mezcla tiolizante, compuesta por 50 mg 
de hidrocloruro de cisteamina y 20 µL de ácido clorhídrico al 37 %, disueltos ambos en 
930 µL de metanol. La mezcla resultante se incubó a 65 ºC durante 15 min. Después se 
añadieron 1,2 mL de una disolución acuosa de TFA al 0,1 % (v/v) con la finalidad de 
parar la reacción.  
 
El análisis de las fracciones hidrolizadas se realizó en el sistema cromatográfico 
Smart (Amersham-Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden), acoplado a una 
microcolumna de fase reversa C2/C18 SC 2,1/10 (Amersham-Pharmacia Biotech) de 3 
µm de tamaño de partícula (100 mm x 2,1 mm d.i.). Las muestras se diluyeron en una 
disolución acuosa de TFA al 0,1 %, hasta una concentración adecuada, y se cargaron 10 
µL de muestra. Los componentes se eluyeron con el sistema binario de fases móviles: 
[A] disolución acuosa al 0,1 % (v/v) de TFA, [B] TFA al 0,08 % en agua/CH3CN (1:4). 
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Durante el análisis la proporción de [B] se aumentó del 8 al 18 % en 30 min. La 
velocidad de flujo fue 0,2 mL/min y la detección se realizó a 214, 280, 320 y 365 nm.  
 
Se construyeron curvas de calibración de: (-)-epicatequina (EC), (+)-catequina 
(Cat), (-)-epicatequin-3-O-galato (ECG), 4β-(2-aminoetiltio)epicatequina (Cya-EC), 4β-
(2-aminoetiltio)catequina (Cya-Cat), 4β-(2-aminoetiltio)epicatequin-3-O-galato (Cya-
ECG).  
 
El grado de polimerización medio, el peso molecular medio y el porcentaje de 
galoización se estimaron haciendo uso de las siguientes expresiones: 
 
Grado de polimerización medio = moles totales/moles de 
unidades terminales 
 
Peso molecular medio = masa total/moles de unidades 
terminales 
 
Porcentaje de galoización (%) = 100 x [(moles de ECG + moles 
Cys-ECG )/moles inyectados en el HPLC] 
 
2.6. DETERMINACIÓN DEL CARÁCTER HIDROFÍLICO/LIPOFÍLICO. 
 
La polaridad de los polifenoles del bagazo se evaluó mediante el coeficiente de 
reparto entre una fase acuosa y una fase apolar, como es el aceite de hígado de bacalao. 
La relación de volúmenes de las dos fases fue 1:1. Se determinaron los coeficientes de 
partición aceite/agua del extracto OW, de las fracciones IV, V, VII y VIII y del 
propilgalato, por adaptación del método de Huang y col. (1996). 
 
Procedimiento. 
Se preparó una disolución acuosa de aproximadamente 1 mg/mL de cada compuesto 
fenólico. Se diluyeron 200 µL de la disolución polifenólica en 900 µL de agua y se 
tomaron 100 µL de esta disolución para la determinación del contenido fenólico por el 
método de Folin-Ciocalteu (Singleton y Rossi, 1965). A la disolución acuosa restante (1 mL) 
se añadieron 0,92 g de aceite de hígado de bacalao, que equivalen a 1 mL de aceite. La 
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mezcla se sometió a agitación intensa durante 1 min con un vortex. Se tomó una 
alícuota de 100 µL de la fase acuosa, después de favorecer la separación de las fases por 
centrifugación a 2000 g durante 10 min, y se determinó el contenido fenólico por el 
método de Folin-Ciocalteu. La centrifugación se realizó en una centrifuga Beckman 
modelo GS-GR (Beckman Instruments Inc, Palo Alto, CA, USA). Las muestras se 
prepararon por duplicado. 
 
Los blancos se obtuvieron de la fase acuosa resultante de poner en contacto 1mL de 
agua y 1 mL aceite de pescado. 
 
Los coeficientes de reparto se calcularon por la aplicación de la siguiente ecuación: 
 
Coeficiente de reparto = 
A
O
O
A
W
W
V
V ×  
 
donde VA y VO son los volúmenes de la fase acuosa y fase oleosa, respectivamente. 
WO y WA son el contenido fenólico de la fase oleosa y en la fase acuosa después del 
reparto, respectivamente. El nivel de compuestos fenólicos en la fase aceitosa se 
consideró como la cantidad de fenoles que perdió la fase acuosa después del contacto 
con el aceite.  
 
2.7. DETERMINACIÓN DEL CONTENIDO FENÓLICO: MÉTODO DE 
FOLIN-CIOCALTEU. 
 
La determinación del contenido fenólico por el método de Folin-Ciocalteu se basa 
en la reacción de los fenoles con el reactivo Folin-Ciocalteu, que está formado por una 
mezcla de ácido fosfotúngstico y ácido fosfomolíbdico. Los fenoles reducen el reactivo 
de Folin-Ciocalteu, para formar una mezcla de óxidos azules de tungsteno y de 
molibdeno, con un máximo de absorción a 765 nm. Se empleó el protocolo descrito por 
Singleton y Rossi (1965). 
 
Procedimiento. 
Se tomó una alícuota (50-200 µL) de la disolución fenólica acuosa a cuantificar, 
completando hasta un volumen de 200 µL con agua. Si la disolución fenólica se 
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encontraba en metanol, como en el caso de los fenoles poco solubles en agua, el 
metanol se eliminó con una corriente de nitrógeno gaseoso y posteriormente, se 
añadieron 200 µL de agua. Sobre la disolución fenólica acuosa se añadió 1 mL del 
reactivo de Folin-Ciocalteu 0,2 N y 0,8 mL de carbonato sódico al 0,8 %, ambas 
disoluciones se prepararon también en agua. La disolución resultante se mezcló por 
agitación con un vortex y se incubó a 45 ºC, durante 15 min. Después de la incubación y 
el enfriamiento de las muestras, se midió la absorbancia a 765 nm. 
 
Los blancos se prepararon sustituyendo las disoluciones fenólicas por agua.  
 
El ácido gálico, la (+)-catequina y la quercetina se emplearon para la realización de 
las curvas de calibrado. El ácido gálico fue el patrón usado para la cuantificación del 
propilgalato. La quercetina fue el patrón empleado para medir la fracción VII, 
compuesta por flavonoles glicosilados. El resto de las fracciones, formadas 
principalmente por flavanoles, se cuantificaron empleando la catequina como patrón. 
 
2.8. DETERMINACIÓN DE LA CAPACIDAD ANTIRRADICAL. 
 
La capacidad de los polifenoles del bagazo de uva para atrapar radicales se evaluó 
por el método del DPPH (Blois, 1958), que determina la capacidad de los compuestos para 
eliminar el radical libre 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH·). El seguimiento de la 
reacción se realiza por la medida de la absorbancia a 517 nm, longitud a la que absorbe 
el radical DPPH. El método se desarrolló por adaptación del procedimiento de Brand-
Williams y col. (1999). 
 
Procedimiento. 
Se añadieron 0,1 mL de muestra a 3,9 mL de una disolución del radical DPPH, 
compuesta por 4,8 mg DPPH disueltos en 200 mL de metanol. La disolución resultante 
se incubó a temperatura ambiente durante 1 h y posteriormente se registró la 
absorbancia a 517 nm. 
 
Con los resultados obtenidos, se construyeron curvas en las que se representó el 
porcentaje de absorbancia que desaparece a 517 nm, frente a la cantidad de muestra 
dividida por la concentración inicial de DPPH. Estas curvas dosis-respuesta se 
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obtuvieron para cada fracción, definiendo la unidad de actividad (ED50) como los µg de 
compuesto que son capaces de consumir la mitad del radical libre, dividido por los 
µmoles iniciales de DPPH. 
 
2.9. DETERMINACIÓN DE LA CAPACIDAD REDUCTORA. 
 
El poder reductor de los polifenoles del bagazo se determinó con el método FRAP 
(Ferric Reducing/Antioxidant Power), basado en el potencial de los compuestos para 
reducir los iones férricos. Este método mide el aumento de absorbancia a 593 nm, que 
se produce cuando el complejo Fe(III)-tripiridiltriacina (TPTZ) se reduce a Fe(II)-
TPTZ. El complejo Fe(II)-TPTZ presenta un intenso color azul. El método se realizó 
por adaptación del procedimiento indicado por Benzie y Strain (1996). 
 
La capacidad reductora se evaluó para OW y las fracciones IV, V, VI, VIII. La 
capacidad reductora de los polifenoles del bagazo se comparó con la actividad del 
antioxidante sintético propilgalato, y de los antioxidantes puros de origen natural: (+)-
catequina e hidroxitirosol. 
 
Procedimiento. 
El reactivo FRAP se preparó diariamente a partir de la mezcla de una disolución 
tampón de acetato 300 mM a pH 3,6, de una disolución 10 mM de 2,4,6-tripiridil-s-
triazina (TPTZ) y de una disolución acuosa 20 mM de cloruro de hierro (III) 
(FeCl3.6H2O), en relación volumétrica 10:1:1. La disolución reguladora de acetato se 
preparó por la mezcla de 3,1 g de acetato sódico trihidratado con 16 mL de ácido 
acético glacial, llevado a un volumen de 1 L con agua. La disolución de TPTZ se 
preparó en 40 mM de ácido clorhídrico.  
 
Se añadieron volúmenes de 1,5 mL del reactivo FRAP en tubos y se incubaron en 
un baño de agua a 37 ºC, durante 10 min. Después se añadieron sobre las muestras 150 
µL de agua y 50 µL de una disolución acuosa, o metanólica, del compuesto fenólico del 
que se quiere medir la actividad reductora. A los 4 min de haber añadido la disolución 
fenólica, se determinó la absorbancia a 593 nm. En el blanco, se sustituyó la disolución 
fenólica por agua o metanol. La capacidad reductora de los fenoles se estudió a varios 
niveles de concentración.  
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La recta de calibrado se construyó con patrones acuosos de sulfato de hierro ferroso. 
La actividad reductora se expresó como el valor FRAP, que indica la concentración de 
hierro ferroso (µmoles/L) generado en presencia del compuesto fenólico.  
 
También se estudió la posible influencia de la actividad quelatante del compuesto 
fenólico, en la medida de su capacidad reductora. Para ello se construyó la curva de 
calibrado anteriormente mencionada, en presencia de una elevada concentración de 
AEDT (14,7 µM). 
 
2.10. DETERMINACIÓN DE LA CAPACIDAD QUELATANTE.  
 
Se determinó la capacidad quelatante de los fenoles sobre el hierro ferroso, por 
adaptación del procedimiento de Kolayli y col. (2004). Este método se basa en la medida 
de la absorbancia a 560 nm, a la cual absorbe el complejo formado por la ferrocina y el 
hierro ferroso libre. Si el compuesto fenólico presenta actividad quelatante, se reduce la 
proporción de hierro libre, y por tanto del complejo ferroso-ferrocina, con el 
correspondiente descenso de la absorbancia a 560 nm.  
 
Se evaluó la capacidad quelatante de OW y de las fracciones IV, V, VI, VIII. La 
capacidad quelatente de los polifenoles de uva se comparó con la del propilgalato, la 
(+)-catequina, el hidroxitirosol y el AEDT.  
 
Procedimiento. 
Se mezclaron 0,2 mL de una disolución acuosa de los compuestos fenólicos, 1,2 mL 
de una disolución acuosa de 0,12 M de KCl y 5 mM de L-histidina a pH 6,8, y 0,2 mL 
de una disolución 0,2 mM de FeCl2.4H2O. Los sistemas se agitaron con un vortex. 
Posteriormente, se añadieron 0,4 mL de una disolución 1 mM de ferrocina y se midió la 
absorbancia a 560 nm, después de la incubación a temperatura ambiente durante 10 min. 
La capacidad quelatante se evaluó a distintas concentraciones de compuesto fenólico. 
 
Se prepararon blancos por sustitución de la disolución fenólica por agua, así, su 
absorbancia equivale a una actividad quelatante nula. Para eliminar las interferencias del 
color generado por la formación de complejos fenol-hierro ferroso, también se 
prepararon blancos formados con los compuestos fenólicos y el hierro. 
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La capacidad quelatante se expresó como la proporción de hierro ferroso ligado al 
compuesto complejante, y se calculó con la siguiente ecuación:  
 
Capacidad quelatante (%) = ( ) 100
0
210 ×−−
A
AAA  
 
donde A0 es la absorbancia del blanco correspondiente a la muestra sin compuesto 
quelatante, A1 es la absorbancia de la muestra en presencia del compuesto quelatante y 
A2 es la absorbancia del blanco formado por el compuesto quelatante y el hierro ferroso. 
 
2.11. ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 
 
Las muestras se prepararon al menos con dos réplicas, y sus análisis se realizaron 
por duplicado. Los datos se analizaron mediante un análisis de varianza de una vía, o 
ANOVA (Sokal y Rohlf, 1981), (p < 0,01), y las medias se compararon con el método de la 
diferencia de los mínimos cuadrados (LSD, least-squares difference). El análisis 
estadístico se realizó con el paquete estadístico Statistica 6.0 (Statsoft, Tulsa, OK, 
USA). 
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3. RESULTADOS. 
 
3.1. COMPOSICIÓN, GRADO DE POLIMERIZACIÓN, PESO 
MOLECULAR Y PORCENTAJE DE GALOIZACIÓN DE LAS 
FRACCIONES POLIFENÓLICAS DEL BAGAZO.  
 
Los constituyentes del extracto total OW fueron compuestos polifenólicos, 
mayoritariamente procianidinas. La composición porcentual del extracto total OW fue 
la siguiente: 
 
- monómeros de flavanoles ((+)-catequina y (-)-epicatequina): 6 % 
- monómeros de flavonoles, mayoritariamente glicosilados: 2 % 
- dímeros de procianidinas con un 12 % de galoización: 25 % 
- dímeros y trímeros de procianidinas con un 30 % de galoización: 7 % 
- trímeros y procianidinas de mayor polimerización, con un 31 % de 
galoización: 60 % 
 
La composición de las fracciones polifenólicas aisladas de OW se muestra en la 
Tabla 1.1. De acuerdo con el esquema de fraccionamiento (Figura 1.1), la fracción I se 
separó mediante cromatografía en Toyopearl en sus constituyentes: monomeros de 
flavanoles, principalmente catequinas, (V) y oligómeros de flavanoles, o procianidinas 
(VI). De la separación por tamaños de los constituyentes de la fracción II surgieron las 
fracciones: VII formada por monómeros de flavonoles glicosilados y VIII formada por 
procianidinas de elevado grado de polimerización. La separación por tamaño del 
extracto OW, mediante Toyopearl, originó la fracción III formada por monómeros de 
flavanoles y flavonoles, y IV formada por oligómeros de flavanoles.  
 
Las fracciones IV, VI, y VIII, compuestas principalmente por procianidinas, 
difieren en el número de monómeros y en el porcentaje de galoización (Tabla 1.1). 
 
La actividad antioxidante de las fracciones polifenólicas, generalmente se evaluó en 
función de en su concentración en peso, pues los niveles máximos de aditivos 
alimentarios suelen legislarse en concentración en peso. Además, la concentración en 
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peso resulta más adecuada cuando se comparan compuestos oligoméricos, puesto que 
aproximadamente normaliza la concentración en función del número de monómeros.  
 
Tabla 1.1. Composición, grado de polimerización medio, peso molecular medio y porcentaje de 
galoización de las fracciones polifenólicas del bagazo de uva y del propilgalato.  
Fracción 
Grado de 
polimerización 
medio 
Peso 
molecular 
medio 
Galoización 
(%) 
Extracto total (OW) 1,7 552 15 
Monómeros y oligómeros de flavanoles (I) 1,4 422 7 
Monómeros flavonoles y oligómeros flavanoles (II) 3,0 1005,0 31 
Monómeros flavanoles y monómeros flavonoles (III) 1,0 --- <1 
Oligómeros de flavanoles (IV) 2,7 880 25 
Monómeros de flavanoles (V) 1,0 290 <1 
Oligómeros de flavanoles (VI) 2,4 751 16 
Monómeros de flavonoles (VII) 1,0 --- 0 
Oligómeros flavanoles (VIII) 3,4 1160 34 
Propilgalato (PG) 1,0 212  
 
La actividad de los polifenoles del bagazo se comparó con un antioxidante sintético, 
el propilgalato. El propilgalato es un éster propílico del ácido gálico y su peso molecular 
aparece recogido en la Tabla 1.1. 
 
3.2. CARÁTER HIDROFÍLICO/LIPOFÍLICO DE LOS POLIFENOLES DEL 
BAGAZO. 
 
Las fracciones polifenólicas del bagazo de uva presentaron mayor carácter 
polar/hidrofílico que el propilgalato (Tabla 1.2). Aproximadamente un 45 % del 
propilgalato se distribuyó en la fase oleosa, mientras que entre un 25 y un 10 % de los 
compuestos polifenólicos del bagazo se localizaron en esta fase.  
 
Tabla 1.2. Coeficientes de reparto de los polifenoles del bagazo entre el aceite de pescado y el agua. 
 
 
 
 
 
 
Los valores con el mismo superíndice no fueron significativamente diferentes (p < 0,01). 
 
Compuesto 
fenólico 
Coeficiente de 
reparto (aceite/agua) 
OW 0,11 ± 0,01a 
IV 0,12 ± 0,01a 
V 0,19 ± 0,06a 
VII 0,36 ± 0,03b 
VIII 0,28 ± 0,05b 
Propilgalato 0,83 ± 0,01c 
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Las fracciones VII y VIII presentaron los mayores coeficientes de reparto 
aceite/agua, y por tanto son las fracciones naturales con mayor carácter apolar. Este 
resultado concuerda con el proceso de fraccionamiento de OW (Figura 1.1). Las 
fracciones VII y VIII se obtuvieron a partir de la separación por tamaño de II, formada 
por los constituyentes más apolares de OW. 
  
El extracto total OW y las procianidinas IV presentaron una elevada polaridad. Los 
monómeros de catequinas (V) también mostraron un elevado carácter polar, que no se 
diferenció significativamente de OW y IV (p < 0,01).  
 
3.3. CAPACIDAD ANTIRRADICAL DE LOS POLIFENOLES DEL 
BAGAZO. 
 
La Tabla 1.3 muestra la capacidad antirradical para las fracciones ensayadas, 
obtenida con el método del DPPH. Mayores valores de (1/ED50) x 103 indican una 
mayor actividad antirradical.  
 
Tabla 1.3. Capacidad antirradical de las fracciones polifenólicas del bagazo. 
Fracción 
polifenólica 
Capacidad 
antirradical 
(1/ED50) x 103 
OW 19 
I 26 
IV 27 
V 20 
VI 24 
VII 7 
VIII 27 
 
La fracción VII, compuesta por flavonoles glicosilados, resultó la menos effectiva 
eliminando los radicales DPPH del medio. El extracto total OW y los monómeros de 
catequinas (V) mostraron una capacidad antirradical intermedia. Las procianidinas IV, 
VI y VIII fueron más eficaces captando radicales que los monómeros de catequinas 
(V). Las fracciones IV y VIII, resultaron los polifenoles de uva más activos atrapando 
los radicales libres. Las procianidinas que componen VI y la fracción I, compuesta por 
monómeros y oligómeros de catequinas, también mostraron una alta capacidad para 
atrapar los radicales DPPH. 
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3.4. CAPACIDAD REDUCTORA DE LOS POLIFENOLES DEL BAGAZO. 
 
El poder reductor de las fracciones se evaluó mediante el método FRAP, que estima 
la capacidad reductora basándose en la habilidad del compuesto para reducir el hierro 
férrico a ferroso. Para estudiar si la actividad quelatante de los fenoles interfiere en la 
medida de la capacidad reductora, se incorporó una alta concentración de un compuesto 
quelatante, como es el AEDT, en los distintos niveles de la curva de calibración. La 
curva de calibrado con AEDT se comparó con el calibrado en ausencia de agente 
quelante. La presencia de AEDT originó una recta de calibrado con el ajuste lineal 
y=0,0226x-0,0061 (R2 = 0,9997). En ausencia del compuesto quelatante la recta de 
calibrado presentó la ecuación y=0,0221x+0,0087 (R2 = 0,9995). Estos resultados 
indican que la actividad quelatante no afectó significativamente a la mediada de la 
capacidad reductora con el método FRAP. Por tanto, el método FRAP parece válido 
para la determinación de la capacidad reductora de los compuestos que sean 
potencialmente quelatantes, como los compuestos fenólicos. 
 
La Figura 1.2 muestra el poder reductor de las fracciones polifenólicas y del 
propilgalato por unidad de masa. OW, V y VIII fueron las fracciones menos efectivas 
reduciendo el hierro férrico. Por el contrario, las fracciones IV y VI presentaron el 
mayor poder reductor. Estos resultados indican que las procianidinas de tamaño y 
galoización intermedia (IV y VI) presentan mayor actividad reductora que los 
monómeros (V) y que las procianidinas de mayor tamaño y galoización (VIII). El 
propilgalato mostró más capacidad reductora por unidad de masa que los compuestos 
polifenólicos extraídos del bagazo. 
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Figura 1.2. Capacidad reductora por unidad de masa de los polifenoles del bagazo y del propilgalato. 
 
Una información interesante que puede extraerse de los datos de la capacidad 
reductora es el número de moles de hierro férrico reducidos por mol de compuesto. Para 
ello, se expresó la capacidad reductora de los fenoles en función de la concentración 
molar, y las gráficas se ajustaron a la ecuación de una recta (R2 > 0,996) (Figura 1.3). 
La pendiente de las ecuaciones lineales indica el número de moles de hierro férrico 
reducidos por un mol de compuesto reductor. La actividad reductora de los polifenoles 
del bagazo se comparó con la actividad reductora de la (+)-catequina, hidroxitirisol y 
AEDT. 
 
Las fracciones compuestas principalmente por procianidinas (IV, VI y VIII) 
redujeron un promedio de 6 moles de férrico por mol (Tabla 1.4). Los monómeros de 
catequinas aislados del bagazo (V), principalmente (+)-catequina y (-)-epicatequina, 
donaron 2 electrones por mol, al igual que el patrón comercial de (+)-catequina. El 
extracto total OW cedió aproximadamente 3,3 electrones por mol de extracto. El 
propilgalato mostró una actividad reductora similar a OW, reduciendo 
aproximadamente 3 moles de férrico por mol. El hidroxitirosol redujo 2 moles de 
férrico por mol de compuesto. El número de electrones cedidos por el propilgalato y el 
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hidroxitirosol coincidió con el número de grupos hidroxilo que presentan en su 
estructura fenólica. El AEDT no presentó actividad reductora. 
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Figura 1.3. Capacidad reductora por unidad molar de los polifenoles del bagazo, la (+)-catequina, el 
hidroxitirosol, el propilgalalato y el AEDT. 
 
Tabla 1.4. Moles de hierro férrico reducidos por mol de polifenoles del bagazo, (+)-catequina, 
hidroxitirosol, propilgalato y AEDT. 
Compuesto 
 
Moles Fe(III)/mol 
compuesto 
OW 3,3 
IV 6,0 
V 2,0 
VI 6,0 
VIII 6,2 
Catequina 2,0 
Hidroxitirosol 1,7 
Propilgalato 3,2 
AEDT 0,0 
 
3.5. CAPACIDAD QUELATANTE DE LOS POLIFENOLES DEL BAGAZO. 
 
El procedimiento original de Kolayli y col. (2004) para medir la capacidad quelatante, 
se modificó para su aplicación a compuestos fenólicos. Este método estudia las 
propiedades quelatantes a pH 3,5, pero los resultados obtenidos demostraron que a este 
pH los compuestos fenólicos presentan una reducida actividad. Este resultado está de 
acuerdo con Satúe-Gracia y col. (1997), que indicaron que la actividad quelatante de los 
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fenoles es función del pH, y que a pH ácido los fenoles resultan mucho menos efectivos 
quelatando metales, debido a la protonación de sus grupos hidroxilo. En consecuencia, 
se modificó el pH del medio, empleándose finalmente un pH aproximado de 6,8, que se 
encuentra dentro del rango de pH del músculo de pescado. 
 
Los polifenoles extraídos del bagazo mostraron actividad quelatante sobre el hierro 
ferroso, como puede observarse en la Figura 1.4. El extracto total OW, fue 
notoriamente la fracción menos activa quelatando el hierro. Los monómeros de 
catequinas (V) y las procinanidinas IV, VI y VIII, que difieren en el número de 
monómeros y el contenido de grupos galato, no presentaron diferencias importantes en 
la actividad quelatante. El propilgalato mostró mejor capacidad quelatante que los 
polifenoles del bagazo, a igual concentración másica. 
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Figura 1.4. Capacidad quelatante de los polifenoles de uva sobre el hierro ferroso, en función de la 
concentración másica de los polifenoles.  
 
La Tabla 1.5 compara las actividades quelatantes de OW, IV, hidroxitirosol y 
propilgalato en función de las concentraciones molares. En esta tabla, también se 
presenta la actividad quelatante del AEDT, que es un compuesto complejante 
habitualmente empleado como referencia. 
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Tabla 1.5. Capacidad quelatante de las fracciones polifenólicas de uva, la (+)-catequina, el 
propilgalato y el AEDT, en función de su concentración molar. 
  Capacidad quelatante (%) 
 Concentración compuesto quelante (µM) 
 Compuesto 4 10 20 40 100 
OW 17,7 ± 0,6 34,8 ± 0,5 59,4 ± 0,3 82,8 ± 0,1 94,4 ± 0,1 
IV 23,6 ± 1,4 61,7 ± 0,0 94,17 ± 0,3 99,0 ± 0,2 95,6 ± 0,3 
Hidroxitirosol 8,0 ± 0,4 17,7 ± 0,5 33,2 ± 0,8 54,6 ± 0,4 76,38 ± 0,3 
Propilgalato 28,0 ± 0,1 56,6 ± 0,7 95,2 ± 0,2 99,1 ± 0,1 99,2 ± 0,1 
AEDT 27,4 ± 2,6 64,4 ± 3,0 100,2 ± 2,3 100,1 ± 0,9 100,1 ± 0,7 
 
En concentraciones equimolares, el extracto total OW presentó una actividad 
quelatante muy inferior a las procianidinas de tamaño y galoización intermedia (IV) 
(Tabla 1.5). Estas procianidinas mostraron una capacidad quelatante sobre el hierro 
ferroso, comparable al propilgalato y al AEDT. Las procianidinas presentaron una 
efectividad quelatante del 94 % cuando se encontraron presentes en la misma 
concentración molar que el hierro ferroso (20 µM). En consecuencia, cada molécula de 
procianidina se compleja aproximadamente con un ión ferroso. El hidroxitirosol fue el 
compuesto fenólico menos activo quelatando los iones ferroso. 
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4. DISCUSIÓN. 
 
La oxidación lipídica se inicia y desarrolla principalmente mediante un mecanismo 
de radicales libres. Los antioxidantes pueden inhibir la oxidación por substracción de 
los radicales (Erickson, 2002). Los resultados indicaron que el extracto total OW y sus 
fracciones purificadas fueron eficaces eliminando radicales libres del medio. Los 
flavonoles glicosilados (VII) fueron los compuestos menos activos eliminando los 
radicales libres DPPH. Esta observación concuerda con estudios que indicaron que el 
bloqueo por glicosilación del grupo hidroxilo de la posición 3 del anillo C, reduce la 
eficacia antirradical de los flavonoles (Rice-Evans y col., 1996; Hall III, 2001; Heim y col., 2002). 
Además, en la valoración de la reducida actividad antirradical de los flavonoles 
glicosilados, debe tenerse en cuenta que la actividad antirradical se expresó en función 
de la masa, y que el flavonol incorpora un residuo azucarado que no posee propiedades 
antirradicales, pero contribuye de manera importante a la masa del flavonol. A modo de 
ejemplo, en el flavonol glicosilado rutina, el azúcar supone casi el 50 % de la masa del 
flavonol. Por tanto, la contribución del residuo azucarado a la masa del compuesto 
también debe participar en la reducida actividad antioxidante de la fracción VII. 
 
Las procianidinas del bagazo (IV, VI y VIII) mostraron mayor actividad 
antirradical, que los monómeros de catequinas pobremente galoizados (V). Este 
resultado puede atribuirse al efecto de la polimerización y/o de la galoización. La 
polimerización puede originar mayor actividad antirradical en el flavonoide debido a la 
prolongación de la deslocalización electrónica a través de los enlaces carbono-carbono 
que unen los monómeros (Castillo y col., 2000). Sin embargo, algunos autores indicaron 
similares actividades antirradicales para los monómeros de catequinas y sus 
correspondientes dímeros (Rösch y col., 2004). La galoización también puede aumentar la 
capacidad de los flavonoides para sustraer radicales, pues el ácido gálico contiene 
estructuras pirogaloicas, caracterizadas por tres hidroxilos en posiciones orto, y que son 
muy efectivas atrapando radicales (Rice-Evans y col., 1996). El efecto positivo de la 
galoización podría explicar la mayor actividad antirradical de la fracción IV (grado de 
polimerización: 2,7; galoización: 25 %) frente a la fracción VI (grado de 
polimerización: 2,4; galoización: 16 %). Esta hipótesis es consistente con las 
apreciaciones de de Gaulejac y col. (1999), que indicaron que la galoización aumenta las 
propiedades de las procianidinas diméricas para atrapar los radicales superóxido.  
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Las procianidinas IV (grado de polimerización: 2,7; galoización: 25 %) y VIII 
(grado de polimerización: 3,4; galoización: 34 %) fueron los polifenoles de uva más 
efectivos retirando radicales DPPH. Este resultado sugiere que las procianidinas 
compuestas por 2,5-3,5 unidades y con un porcentaje de galoización del 25-35 % 
presentan una estructura óptima para la eliminación de los radicales DPPH. La 
idoneidad de las procianidinas de tamaño y galoización media para la sustracción de 
radicales ya había sido indicada por de Gaulejac y col. (1999). Estos autores observaron 
que el aumento del número de unidades de 1 a 3/4 mejoró la capacidad antirradical de 
los flavonoides, pero la incorporación de 5 o más unidades disminuyó drásticamente su 
capacidad para secuestrar radicales. El efecto de la galoización sobre la actividad 
antirradical es similar, pues la galoización aumenta la habilidad de los monómeros y 
dímeros para atrapar radicales, pero este fenómeno es inverso para un grado de 
polimerización superior a 3. El impedimento estérico puede explicar el efecto negativo 
de la polimerización y la galoización, en la actividad antirradical de las procianidinas de 
gran tamaño. La incorporación de unidades monoméricas y de grupos galato, en las 
procianidinas puede dificultar el acceso de los radicales libres a los grupos hidroxilo de 
la procianidina, restando capacidad antirradical (de Gaulejac y col., 1999). Debe recordarse 
que las procianidinas presentan preferiblemente una conformación espacial compacta, 
debido a abundancia de uniones C4-C8 entre los monómeros (Porto y col., 2003).  
 
La capacidad de los polifenoles para reaccionar con los radicales libres puede 
evaluarse también estimando las propiedades reductoras. Los polifenoles pueden ceder 
electrones/hidrógenos a los compuestos con un mayor potencial de reducción, como son 
los radicales hidroxilo (HO·-), peroxilo (ROO·) y alquilo (R·) (Buettner, 1993), los cuales 
participan de forma importante en la fase de iniciación y propagación de la oxidación. 
Las procianidinas VI resultaron los compuestos del bagazo con mayor carácter reductor. 
El contenido de grupos galato y/o la polimerización puede explicar la mayor capacidad 
reductora de los oligómeros VI, frente a los monómeros V. Pero, al igual que en la 
capacidad antirradical, el aumento de la galoización y la polimerización no mejoró el 
poder reductor de las procianidinas de mayor tamaño. El aumento del número de 
monómeros y de la galoización mostró incluso, un efecto negativo en la capacidad 
reductora de las procianidinas más voluminosas (IV y VIII). Por tanto, la distribución 
espacial del compuesto polifenólico y el impedimento estérico de sus grupos hidroxilo, 
parecen determinan la capacidad reductora in vitro de los polifenoles.  
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Los monómeros de catequinas aislados del bagazo (V) cedieron a los iones férricos, 
dos electrones por molécula, obteniéndose resultados similares para el patrón comercial 
de (+)-catequina. Estos datos concuerdan con estudios previos (Aaby y col., 2004; Katalinic, 
2004). Algunas investigaciones sugieren que el carácter reductor de las catequinas tiene 
lugar a través de la estructura orto-dihidroxilada del anillo B (Pokorny y col., 2001; Heim y 
col., 2002). El hidroxitirosol y el propilgalato cedieron 2 y 3 electrones por molécula, 
respectivamente. Por tanto, todos los grupos hidroxilo del hidroxitirosol y el 
propilgalato parecen activos cediendo un electrón. Las procianidinas (IV, VI y VIII) 
cedieron por término medio 6 electrones por molécula. En función del número de 
monómeros de las procianidinas y de los electrones cedidos por los monómeros (2 
electrones/molécula), las procianidinas IV, VI y VIII deberían donar 5,4, 4,8 y 6,8 
electrones, respectivamente. Por tanto, el mayor poder reductor obtenido para IV y VI 
parece ser contribución de la polimerización y/o galoización. Estos datos también 
indican que en las procianidinas VI, que contienen menos monómeros y grupos galato 
que IV, la polimerización/galoización tiene mayor contribución en el poder reductor, 
que en el caso de IV. Por tanto, con el aumento del volumen de la procianidina 
comienza a observarse un punto de inflexión en el efecto positivo de la 
polimerización/galoización sobre la capacidad reductora, que quedó confirmado con el 
dato correspondiente a las procianidinas de mayor tamaño (VIII). VIII presentó un 
carácter reductor inferior al que le corresponde por el número de monómeros y esta 
observación puede explicarse por la menor accesibilidad de sus grupos hidroxilo, 
debido al gran volumen de la procianidina y a su estructura compacta.  
 
En relación a la capacidad quelatante, el extracto total OW fue significativamente la 
fracción menos eficiente. Los monómeros de catequinas (V) y sus oligómeros (IV, VI y 
VIII), presentaron similares propiedades quelatantes por unidad de masa. Por tanto, el 
aumento del número de unidades de catequinas y del número de grupos galato no afectó 
a la actividad quelatante de los polifenoles. 
 
La efectividad antioxidante de un compuesto también está ampliamente influenciada 
por su distribución en el sistema. A la vista del carácter polar de las fracciones 
polifenólicas y de la denominada “paradoja polar”, teóricamente las fracciones OW, IV 
y V, compuestas por polifenoles muy polares, deben ser más efectivas en sistemas 
homogéneos de aceite que en emulsiones. Los flavonoles glicosilados (VII) y las 
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procianidinas de mayor tamaño (VIII), son menos polares que las fracciones anteriores, 
pero todavía se distribuyen mayoritariamente en la fase acuosa. Por tanto, VII y VIII, 
teóricamente también deben mostrar mayor actividad antioxidante en aceite que en 
emulsiones de aceite. El propilgalato presenta menor polaridad que las fracciones del 
bagazo, repartiéndose casi al 50% entre la fase acuosa y oleosa.  
 
Los resultados obtenidos de los estudios in vitro de la actividad antirradical, del 
poder reductor y de la capacidad quelatante indican que los polifenoles del bagazo son 
compuestos potencialmente antioxidantes. Estos resultados contribuirán a entender los 
mecanismos que pueden determinar su efectividad antioxidante en los sistemas a 
estudiar. Adicionalmente, en sistemas biológicos como los alimentos, la actividad 
antioxidante de los compuestos exógenos está influenciada por su interacción con los 
lípidos, las sustancias prooxidantes, los antioxidantes endógenos y las proteínas. En los 
próximos capítulos estudiaremos la actividad antioxidante de los polifenoles del bagazo 
en diversos alimentos compuestos por lípidos marinos, y la interacción de los 
polifenoles con las sustancias prooxidantes y con los compuestos antioxidantes del 
músculo de pescado.  
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5. CONCLUSIONES. 
 
- Se extrajo en cantidades significativas, un extracto rico en procianidinas a partir del 
bagazo generado en el proceso de elaboración de vino blanco. Este extracto 
polifenólico, OW, estaba formado por ácido gálico, (+)-catequina, (-)-epicatequina, 
flavonoles glicosilados y procianidinas de distintos tamaños. A partir de este 
extracto, se obtuvieron fracciones que se diferían en la clase de flavonoides, en 
grado de polimerización y en el porcentaje de galoización. La fracción V está 
compuesta por monómeros de catequinas y VII por flavonoles glicosilados. Las 
fracciones IV, VI y VIII son procianidinas, oligómeros de catequinas, que se 
diferencian en el grado de polimerización y en el porcentaje de galoización. 
 
- Se caracterizó el carácter polar de las distintas fracciones polifenólicas del bagazo. 
Las fracciones OW, IV y V mostraron un elevado carácter polar. Las fracciones VII 
y VIII fueron los polifenoles de uva más apolares. El propilgalato, empleado como 
control sintético, presentó mayor carácter apolar que las fracciones del bagazo y se 
distribuyó prácticamente al 50 % entre la fase acuosa y la fase oleosa. 
 
- Se caracterizó la actividad antirradical in vitro de las distintas fracciones 
polifenólicas del bagazo. Las procianididinas IV y VIII resultaron las más eficaces 
eliminando radicales DPPH. OW y los monómeros de catequinas (V) mostraron una 
capacidad antirradical intermedia. Los monómeros de flavonoles glicosilados (VII) 
fueron los menos eficientes eliminando los radicales libres. 
 
- Se caracterizó la actividad reductora in vitro de las distintas fracciones polifenólicas 
del bagazo. Las procianidinas IV y VI , de tamaño y galoización media, presentaron 
la mayor capacidad reductora. El aumento del número de monómeros y residuos 
galato en las procianidinas redujo la actividad reductora. El extracto total (OW), los 
monómeros de catequinas (V) y las procianidinas de mayor tamaño y galoización 
(VIII) fueron menos efectivos cediendo electrones. El propilgalato , por unidad de 
masa, presentó mayor capacidad reductora que los polifenoles extraídos del bagazo 
de uva. 
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- Se caracterizó la actividad quelatante in vitro de las distintas fracciones 
polifenólicas del bagazo. El extracto total OW fue menos activo quelatando los 
iones ferroso que las fracciones compuestas por los monómeros de catequinas (V) y 
las procianidinas (VI, IV y VIII). Los monómeros de catequinas y las procianidinas, 
presentaron capacidades quelatantes comparables por unidad de peso. El 
propilgalato, por unidad de masa, es más eficiente quelatando el hierro ferroso que 
los polifenoles del bagazo. 
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CAPÍTULO 2: INHIBICIÓN DE LA RANCIDEZ EN ACEITE DE PESCADO Y 
EN EMULSIONES DE ACEITE DE PESCADO. 
 
 
1. INTRODUCCIÓN. 
 
Hoy en día existe la tendencia de enriquecer alimentos de uso cotidiano, como son 
los productos lácteos, sopas y papillas, con lípidos de pescado, para aumentar el 
consumo de ácidos grasos ω-3 en la población. Los aceites de pescado, debido 
precisamente al elevado contenido en PUFAs, desarrollan rápidamente la oxidación 
lipídica. La aplicación de sustancias antioxidantes es una práctica habitual para retrasar 
la generación de los atributos sensoriales y la pérdida nutricional asociados a la 
rancidez. Entre los compuestos de origen natural que han sido efectivos inhibiendo la 
rancidez de los aceites de pescado podemos citar: extractos de romero (Frankel y col., 
1996), catequinas de té verde (Wanasundara y Shahidi, 1996), otros polifenoles como la 
miricetina y la quercetina (Wanasundara y Shahidi, 1998) y el uso combinado de tocoferoles, 
ascorbato y lecitina (Hamilton y col., 1998). 
 
Muchos de los alimentos fortificados con aceites de pescado son emulsiones, 
pudiéndose distinguir entre las emulsiones de aceite en agua y las emulsiones de agua 
en aceite. Los productos lácteos, las mayonesas, las sopas y las cremas son algunos 
alimentos formados por emulsiones de aceite en agua. Las mantequillas y margarinas 
son ejemplos de emulsiones de agua en aceite (Frankel, 1998). La adición de los lípidos 
marinos a este tipo de sistemas reduce enormemente su vida útil, como consecuencia de 
la elevada susceptibilidad oxidativa de los lípidos marinos. La introducción de 
sustancias con propiedades antioxidantes también se ha utilizado frecuentemente para el 
retraso de la rancidez en las emulsiones.  
 
Los aceites y las emulsiones son sistemas habitualmente empleados para el estudio 
de las propiedades antioxidantes de los compuestos naturales (Huang y col., 1996; Medina y 
col., 2002; Medina y col., 2003). El estudio de la oxidación en estos sistemas relativamente 
sencillos ha revelado la importancia de la distribución de los antioxidantes en las 
interfases, que son las zonas de interacción en estos sistemas, entre las sustancias 
prooxidantes y el sustrato lipídico oxidable. Los aceites y las emulsiones permiten 
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entender la distribución de los antioxidantes en las interfases y las propiedades 
interfásicas originadas por un determinado surfactante. 
 
El objetivo de este capítulo ha sido evaluar la actividad antioxidante de los 
polifenoles extraídos del bagazo de uva en aceite de pescado y en emulsiones de aceite 
de pescado en agua, que son sistemas importantes en los alimentos funcionales 
enriquecidos con ácidos grasos ω-3. Los polifenoles del bagazo se ensayaron en una 
concentración de 100 ppm. Los resultados obtenidos en estos sistemas, junto con las 
propiedades in vitro de los polifenoles del bagazo, se emplearon para profundizar en el 
conocimiento de los mecanismos que rigen su actividad antioxidante y seleccionar los 
compuestos más interesantes para su aplicación en el músculo de pescado. La actividad 
antioxidante de los polifenoles del bagazo se comparó con el propilgalato, un 
antioxidante alimentario de origen sintético. 
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2. MATERIAL Y MÉTODOS. 
 
2.1. MATERIAL. 
 
Como aceite de pescado se empleó un aceite de hígado de bacalao (Gadus morhua) 
proporcionado por Fluka (New-Ulm, Swizerland). Su contenido en ácidos grasos se 
caracterizó mediante cromatografía de gases, con detección de ionización de llama, de 
acuerdo con el método de Christie (1982). La Tabla 2.1 muestra los ácidos grasos 
mayoritarios en el aceite de hígado de bacalao y su concentración relativa, expresada en 
porcentaje. El contenido de ácidos grasos ω3 del aceite fue superior al 40 %, ello indica 
que es un aceite muy susceptible al desarrollo de la oxidación lipídica. El aceite se 
almacenó a 4 ºC, en atmósfera inerte con nitrógeno. 
 
Tabla 2.1. Ácidos grasos mayoritarios en el aceite de hígado de bacalao. 
Ácido graso Concentración (%) 
14:0 5,8 
16:0 11,9 
16:1 ω7 6,7 
18:0 1,8 
18:1 ω7 2,8 
18:1 ω9 11,6 
18:2 ω6 1,9 
18:3 ω3 3,7 
20:1 ω9 7,4 
20:4 ω3 1,3 
20:4 ω6 0,6 
20:5 ω3 14,9 
22:1 ω11 8,8 
22:5 ω3 2,8 
22:6  ω3 17,9 
 
La lecitina de soja, con un 40 % de L-α-fosfatidilcolina (Sigma Chemical, St. Louis, 
MO, USA), se empleó como agente emulsificador en las emulsiones de aceite en agua. 
El sulfato de quinina se obtuvo de Fluka (New-Ulm, Swizerland) y el propilgalato de 
Merck (Hohenbrunn, Germany). El nitrógeno gaseoso se obtuvo de Air Liquide España 
(Porriño, Galicia). Los reactivos empleados fueron de grado analítico. 
 
El agua empleada en los análisis fue de grado Milli-Q. Los disolventes utilizados 
fueron de grado analítico (Merck, Hohenbrunn, Germany).  
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2.2. PREPARACIÓN DE LA EMULSIÓN DE ACEITE EN AGUA. 
 
Las emulsiones de aceite en agua se prepararon con un contenido de un 10 % de 
aceite de hígado de bacalao y un 1 % de lecitina. La lecitina, formada por una mezcla de 
fosfolípidos, se empleó como agente surfactante. La preparación de la emulsión de 
aceite se realizó por adaptación del procedimiento descrito por Huang y col. (1996). 
 
Procedimiento. 
Se disolvió la lecitina en un vaso de precipitados que contenía aproximadamente el 
80 % del total de agua, mediante agitación magnética durante 5 min y posterior 
introducción en un baño de ultrasonidos durante 10 min. Se evitó el calentamiento 
generado en el baño de ultrasonidos manteniendo la disolución de lecitina en contacto 
con una mezcla de agua/hielo. El aceite se añadió gota a gota sobre la disolución acuosa 
de lecitina, mientras se emulsionaba por la acción de un homogenizador-triturador 
Ultra-Turrax T-25 (Ika-Werke GMBH&Co. KG, Staufen, Germany). Posteriormente, se 
incorporó la fracción de agua que restaba, continuando la homogenización del sistema 
con el Ultra-Turrax. La emulsión resultante se sometió a un baño de ultrasonidos 
durante 10 min, evitando su calentamiento al mantenerla en contacto con una mezcla de 
agua/hielo. La etapa de sonicación tuvo por finalidad aumentar la estabilidad estructural 
de la emulsión, pues facilita la dispersión de las gotas de aceite en el sistema acuoso. 
Finalmente, la emulsión se filtró a vacío para eliminar las gotas de aceite no 
emulsificadas.  
 
La Figura 2.1 muestra la distribución de las gotas de aceite en la emulsión. El 
diámetro de las gotas de aceite se encontró en el rango de 9-40 µm, con un tamaño 
medio de 15 µm. 
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Figura 2.1. Imagen microscópica de la distribución de las gotas de aceite en la emulsión de aceite 
en agua.  
 
2.3. OXIDACIÓN DE LAS MUESTRAS. 
 
Las muestras correspondientes a los aceites y a las emulsiones se introdujeron en 
frascos erlenmeyer de 50 mL, provistos con tapón de rosca. Previamente a la 
incorporación del aceite, o de la emulsión, se añadió el compuesto fenólico en un 
pequeño volumen de disolución metanólica. El metanol se evaporó bajo una corriente 
de nitrógeno y de inmediato, se incorporaron 3 g de aceite de pescado o de emulsión. 
Después el matraz se agitó durante 30 s con un vortex para favorecer la disolución del 
aditivo en el sistema. 
 
La actividad antioxidante de los polifenoles de uva se comparó con las propiedades 
del antioxidante sintético propilgalato. La actividad antioxidante de los fenoles se probó 
en una concentración de 100 ppm (0,01 %, p/p). Los controles constituyeron muestras 
sin aditivo fenólico.  
 
La oxidación de las muestras de aceite y las emulsiones se activó térmicamente, en 
estufas a 40 y 30 ºC, respectivamente. Los sistemas se muestrearon diariamente, y la 
extensión de la oxidación se evaluó mediante el análisis de los hidroperóxidos con 
dienos y trienos conjugados en aceites, y mediante la análisis de los hidroperóxidos 
conjugados y los compuestos fluorescentes en emulsiones.  
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Los sistemas con compuestos fenólicos y los correspondientes controles se 
prepararon por triplicado y cada experimento se repitió al menos dos veces. 
 
2.4 DETERMINACIÓN DE LOS HIDROPERÓXIDOS CON DIENOS Y 
TRIENOS CONJUGADOS. 
 
El contenido de hidroperóxidos conjugados se analizó de acuerdo con el método de 
la AOCS (1989), que consiste en la determinación espectrofotométrica de la absorbancia 
a 234 y 268 nm, longitudes de onda que se corresponden con los máximos de absorción 
de los hidroperóxidos con dobles y triples enlaces conjugados, respectivamente.  
 
Procedimiento. 
Se tomaron alícuotas del aceite, o de la emulsión de aceite en agua, después de 
haber agitado intensamente las muestras en un vortex, y se disolvieron en el disolvente 
correspondiente. Las porciones de aceite, generalmente 5 µL, se disolvieron en 10 mL 
de hexano y las alícuotas de emulsión se añadieron en 5 mL de etanol absoluto. 
Generalmente, durante la etapa de inducción de la oxidación se tomaron 100 µL de la 
emulsión y en la etapa de propagación se redujo el volumen de muestra. Las 
disoluciones resultantes se agitaron durante 30 s en un vortex, y posteriormente se 
midió su absorbancia a 232 y 268 nm, en un espectrofotómetro Beckman DU 640 
(Beckman Instruments Inc, Palo Alto, CA). Se emplearon el hexano y el etanol 
absoluto, como blancos de las muestras de aceite y emulsión, respectivamente. 
 
El contenido de hidroperóxidos con dobles y triples enlaces conjugados se expresó 
en milimoles de hidroperóxido por Kg de aceite. Para la transformación de las medidas 
de absorbancia en unidades de mmol hidroperóxido/Kg aceite se empleó la siguiente 
ecuación derivada de la Ley de Beer:  
 
mmol hidroperóxido/Kg de aceite 310
´
××××
×=
dVb
VA
ε  
 
donde A representa la absorbancia a 234, o 268 nm, V el volumen final en mL, ε es 
el coeficiente de absortividad molar de los hidroperóxidos conjugados, considerándose 
el valor correspondiente al ácido linoleico: 29000 mL mmol-1 cm-1 (Chan, 1987), b es el 
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recorrido óptico de la cubeta (1 cm), V´ son los mL de muestra empleados y d es la 
densidad del aceite o la emulsión, expresada en g/mL. La densidad del aceite de hígado 
de bacalao era 0,920 g/mL y la densidad de la emulsión de aceite era 0,987 g/mL.  
 
2.5. DETERMINACIÓN DE LOS COMPUESTOS FLUORESCENTES DE 
INTERACCIÓN. 
 
Los compuestos fluorescentes de interacción surgen de la reacción de los carbonilos, 
mayoritariamente aldehídos, que son productos secundarios de la oxidación que se 
generan en la rotura de los hidroperóxidos, con los grupos aminos de la lecitina. Por 
tanto, estos compuestos de interacción, también denominados productos terciarios de la 
oxidación, se generan en las últimas etapas del proceso oxidativo. Para determinar el 
contenido de los compuestos fluorescentes de interacción, se determinó la fluorescencia 
a los pares de longitudes de onda: 345 nm (λexc)/416 nm (λem) y 393 nm (λexc)/463 nm 
(λem), de acuerdo con el método propuesto por Nielsen y col. (1985). 
 
Procedimiento. 
Los compuestos fluorescentes se determinaron en las disoluciones etanólicas de las 
emulsiones que se emplean para medir los hidroperóxidos conjugados. La fluorescencia, 
a los pares de longitudes de onda antes indicados, se registró con un Fluorímetro Perkin-
Elmer modelo LS-3B (Perkin-Elmer, Willesley, MA, USA). El blanco se realizó con 
etanol absoluto. 
 
La fluorescencia de los compuestos de interacción de las muestras (Fm), se calculó 
mediante la siguiente relación de las intensidades de fluorescencia de los dos pares de 
longitud de onda: 
 
416/345
463/393
m
m
m
F
FF =  
 
Como referencia se empleó una disolución de sulfato de quinina de 1 µg/mL, en 
ácido sulfúrico 0,05 M. El factor de fluorescencia relativo (δF) se obtuvo del cociente 
entre la fluorescencia correspondiente a la muestra (Fm) y la fluorescencia del sulfato de 
quinina (Fsq): 
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463/393
416/345
416/345
463/393
sq
sq
m
m
sq
m
F
F
F
F
F
FF ×==δ  
 
2.6. EVALUACIÓN DE LA EFECTIVIDAD ANTIOXIDANTE. 
 
Se obtuvieron las cinéticas de formación de los hidroperóxidos conjugados y de los 
compuestos fluorescentes de las distintas muestras, y se estimó la actividad antioxidante 
de los compuestos fenólicos en base a los períodos de inducción, a los porcentajes de 
inhibición y a la cantidad máxima de los productos de oxidación formados.  
 
El período de inducción es el tiempo a partir del cual, se produce un cambio 
repentino en la velocidad de la oxidación. Se calculó como el punto de corte de las 
tangentes correspondientes a las zonas de iniciación y propagación de la curva cinética 
de oxidación (Frankel, 1998). El porcentaje de inhibición se calculó en la fase de 
propagación de la oxidación, por modificación de la fórmula propuesta por Frankel 
(1998): 
 
Porcentaje de inhibición (%) = 100
0
×−
−
CC
SC  
 
donde C representa el valor del índice de oxidación en el control, C0 el valor del 
índice de oxidación en el control a tiempo cero y S el valor de oxidación en las muestras 
con antioxidante. La fórmula anteriormente citada incorpora en el denominador el 
término C0, si se compara con la ecuación original de Frankel, con la finalidad de tomar 
como referencia los índices de oxidación iniciales de la muestra. 
 
2.7. ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 
 
Los resultados se muestran como el valor medio ± desviación estándar. A los datos 
se les aplicó un análisis de varianza de una vía, o ANOVA (Sokal y Rohlf, 1981), (p < 0,01) 
y las medias se compararon con el método de la diferencia de los mínimos cuadrados 
(LSD, least-squares difference). El análisis estadístico se realizó con el paquete 
estadístico Statistica 6.0 (Statsoft, Tulsa, OK, USA). 
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3. RESULTADOS. 
 
3.1. EFECTO DE LOS POLIFENOLES DEL BAGAZO SOBRE LA 
INHIBICIÓN DE LA RANCIDEZ EN EL ACEITE DE PESCADO. 
 
La Figura 2.2 muestra la oxidación de los aceites de pescado. Las muestras control, 
aceite de pescado sin aditivos, experimentaron un rápido incremento del contenido de 
hidroperóxidos con dienos conjugados a partir del día 3 de almacenamiento a 40 ºC 
(Figura 2.2A). Los hidroperóxidos con trienos conjugados presentaron una cinética más 
lenta que los dienos conjugados (Figura 2.2B). Los hidroperóxidos conjugados 
mostraron la cinética clásica de los productos de oxidación, al presentar durante los 
primeros estadios del experimento unos niveles de hidroperóxidos aproximadamente 
constantes, pero llegado a un punto, el contenido aumentó exponencialmente con el 
tiempo. La primera etapa, en la que se mantienen los niveles de hidroperóxidos, se 
corresponde con la fase de iniciación de la oxidación, en la cual los mecanismos 
endógenos del aceite son capaces de impedir la formación de los hidroperóxidos y los 
radicales libres. La fase de propagación de la oxidación, se produce cuando los sistemas 
antioxidantes no son capaces de inhibir la formación de los productos primaros de 
oxidación, con la consiguiente extensión de la oxidación lípidica.  
 
Los polifenoles del bagazo, empleados en una concentración de 100 ppm, inhibieron 
la formación de dienos y trienos conjugados, manteniendo los niveles de hidroperóxidos 
más bajos que en los controles (Figura 2.2). Las fracciones polifenólicas del bagazo 
presentaron diferencias en la actividad antioxidante. Los monómeros de catequinas (V) 
mostraron una gran capacidad inhibitoria sobre la formación de los hidroperóxidos 
conjugados, resultando la fracción polifenólica más eficaz. Las fracciones I, VI y VII, 
también mostraron unas buenas propiedades antioxidantes. El extracto total OW y las 
fracciones IV y VIII, resultaron las menos eficaces a efectos de inhibir la rancidez del 
aceite de pescado. El propilgalato fue más eficaz que los polifenoles del bagazo en la 
inhibición del desarrollo oxidativo. 
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Figura 2.2. Cinéticas de formación de los hidroperóxidos con dienos (A) y trienos (B) conjugados, 
en aceite de pescado tratado con 100 ppm de fracción polifenólica de bagazo, o propilgalato, durante 
su almacenamiento a 40 ºC. 
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Los períodos de inducción de los hidroperóxidos conjugados, para los controles y 
las muestras con fenoles se muestran en la Tabla 2.2. Los controles presentaron un 
aumento brusco de los niveles de dienos y trienos conjugados, a partir de los días 3 y 4, 
respectivamente. OW, IV y VIII, mejoraron muy ligeramente los períodos de 
inducción. Las fracciones I, VI y VII, aumentaron aproximadamente 1 día los períodos 
de inducción. V, compuesta por monómeros de catequinas, resultó la fracción del 
bagazo más efectiva extendiendo los períodos de inducción. El aceite de pescado con la 
fracción V presentó un período de inducción de 5 días para los dienos y no se detectó el 
período de inducción para los trienos conjugados durante el período experimental. Las 
muestras con propilgalato no presentaron un crecimiento significativo de los 
hidroperóxidos conjugados durante los 6 días de experimento. Consecuentemente, no se 
detectaron los períodos de inducción de la formación de dienos y trienos conjugados en 
las muestras con propilgalato.  
 
Tabla 2.2. Períodos de inducción de los dienos y trienos conjugados en aceite de pescado tratado con 
100 ppm de fracción polifenólica de bagazo, o propilgalato, durante su almacenamiento a 40 ºC.  
 Período de inducción (días) 
Muestra Dienos conjugados  Trienos conjugados 
Control 2,8 3,9 
OW 3,2 4,1 
I 4,2 4,9 
IV 3,4 4,3 
V 4,9 No detectado 
VI 4,2 4,9 
VII 4,4 4,9 
VIII 3,2 4,0 
Propilgalato No detectado No detectado 
 
Los polifenoles del bagazo y el propilgalato, además de aumentar los períodos de 
inducción de los hidroperóxidos conjugados, resultaron efectivos inhibiendo la cantidad 
generada de estos productos de oxidación. Los compuestos fenólicos disminuyeron el 
valor máximo y la cantidad total de hidroperóxidos conjugados, que está determinada 
por el área comprendida bajo las curvas cinéticas de los hidroperóxidos conjugados 
(Figura 2.2). 
 
Los porcentajes de inhibición de los dienos y trienos conjugados se calcularon los 
días 5 y 6, respectivamente, durante la etapa de propagación en las muestras control 
(Tabla 2.3). Los resultados confirmaron la efectividad de los polifenoles del bagazo 
inhibiendo la oxidación del aceite de pescado. En el día 5, el propilgalato inhibió la 
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formación de los dienos casi al 100 %. Los monómeros de catequinas (V) originaron 
una inhibición superior al 85 %, siendo significativamente la fracción más efectiva. Las 
fracciones I, VI y VII inhibieron la generación de los dienos conjugados en un 60 %. El 
extracto total OW, y las fracciones IV y VIII mostraron una inhibición próxima al 25 
%. Los porcentajes de inhibición de los trienos conjugados fueron cualitativamente 
similares a los de los dienos. De este modo, el orden de efectividad antioxidante 
mostrado por los porcentajes de inhibición de los hidroperóxidos conjugados fue: PG > 
V > VII = I = VI > VIII = IV = OW 
 
Tabla 2.3. Inhibición de la formación de hidroperóxidos con dienos y trienos conjugados en aceite de 
pescado tratado con 100 ppm de fracción polifenólica de bagazo, o propilgalato, durante su 
almacenamiento a 40 ºC.  
 Inhibición (%) 
Muestra Dienos conjugados (día 5) Trienos conjugados (día 6) 
Control 0,0 ± 0,3a 0,2 ± 1,1a 
OW 26,0 ± 2,2b 26,9 ± 3,2b 
I 60,9 ± 7,9c 61,6 ± 6,4c 
IV 28,4 ± 2,5b 67,1 ± 4,7cd 
V 86,3 ± 3,3d 92,2 ± 9,4e 
VI 62,6 ± 5,9c 74,0 ± 10,5cd 
VII 60,6 ± 5,7c 58,6 ± 7,5c 
VIII 24,5 ± 9,6b 74,1 ± 5,0d 
Propilgalato 97,0 ± 2,4e 108,6 ± 2,7f 
Los valores con el mismo superíndice dentro de la misma columna no son significativamente 
diferentes (p < 0,01). 
 
Por tanto, los resultados indican que todas las fracciones polifenólicas del bagazo 
fueron eficaces reduciendo el desarrollo de la rancidez del aceite de pescado, en una 
concentración de 100 ppm. La fracción V, formada por monómeros de catequinas, fue la 
más eficaz inhibiendo la oxidación. Las fracciones I y VI, formadas por polifenoles 
relativamente polares, y los monómeros de flavonoles glicosilados (VII) también 
mostraron una elevada capacidad para inhibir la oxidación. OW y las procianidinas IV 
y VIII resultaron las fracciones menos adecuadas para la inhibición de la rancidez del 
aceite de pescado.  
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3.2. EFECTO DE LOS POLIFENOLES DEL BAGAZO SOBRE LA 
INHIBICIÓN DE LA RANCIDEZ EN LAS EMULSIONES DE ACEITE DE 
PESCADO EN AGUA. 
 
La oxidación en las emulsiones se determinó mediante las medidas de 
hidroperóxidos conjugados (Figura 2.3) y de compuestos fluorescentes de interacción 
(Figura 2.4). Las cinéticas de formación de estos productos de oxidación muestran dos 
zonas claramente diferenciadas. En los instantes iniciales, no se produce formación neta 
de los productos de oxidación, pero posteriormente se produce un aumento exponencial 
de estos productos de oxidación con el tiempo. En las muestras control, los dienos 
conjugados mostraron una cinética de formación más rápida que los trienos y la cinética 
de los compuestos fluorescentes fue más lenta que la correspondiente a los dienos y 
trienos. En presencia de los compuestos fenólicos, no fueron tan claras las diferencias 
entre las cinéticas de los productos de oxidación. 
 
Los resultados de los hidroperóxidos conjugados y compuestos fluorescentes 
indicaron que todos los compuestos polifenólicos del bagazo fueron eficaces inhibiendo 
la autooxidación de las emulsiones de aceite de pescado a 30 ºC (Figuras 2.3 y 2.4). 
Pero, las distintas fracciones naturales presentaron diferencias significativas en la 
efectividad antioxidante. Los monómeros de flavonoles glicosilados (VII) fueron los 
compuestos menos activos inhibiendo la formación de los hidroperóxidos conjugados 
(Figura 2.3) y de los compuestos fluorescentes (Figura 2.4). VI, constituida por 
procianidinas de tamaño y galoización media, también resultó poco efectiva. El extracto 
total OW y las procianidinas IV fueron las fracciones más adecuadas para la inhibición 
de los hidroperóxidos conjugados y los compuestos fluorescentes. El propilgalato 
también presentó muy buenas propiedades antioxidantes, similares a las 
correspondientes a OW y IV.  
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Figura 2.3. Cinéticas de formación de los hidroperóxidos con dienos (A) y trienos (B) conjugados, 
en emulsiones de aceite de pescado en agua, tratadas con 100 ppm de fracción polifenólica de 
bagazo, o propilgalato, durante su almacenamiento a 30 ºC. 
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Figura 2.4. Cinéticas de formación de los compuestos fluorescentes de interacción en emulsiones de 
aceite de pescado en agua, tratadas con 100 ppm de fracción polifenólica de bagazo, o propilgalato, 
durante su almacenamiento a 30 ºC.  
 
Los períodos de inducción de los hidroperóxidos conjugados y de los compuestos 
fluorescentes se indican en la Tabla 2.4. En las emulsiones control, los niveles de 
hidroperóxidos aumentaron rápidamente a partir del día 3 y los niveles de los 
compuestos fluorescentes a partir del día 4. Todas las fracciones de uva resultaron 
eficaces extendiendo el período de inducción de la formación de los hidroperóxidos 
conjugados. Los monómeros de flavonoles glicosilados (VII) retrasaron la formación de 
los dienos y trienos conjugados aproximadamente 1 día. Las fracciones I, VI, y VIII 
aumentaron los períodos de inducción de los dienos y trienos 2 días. Los compuestos 
más efectivos retrasando la formación de los hidroperóxidos conjugados fueron OW, 
IV y el PG, que retrasaron su formación 3 días. 
 
Con respecto a los compuestos fluorescentes, las fracciones VI y VII mostraron una 
escasa efectividad aumentando los períodos de inducción (Tabla 2.4). Las fracciones I, 
V y VIII, junto con el propilgalato, retrasaron la formación de los compuestos 
fluorescentes aproximadamente 1 día. El extracto total OW y la fracción IV, resultaron 
los compuestos más activos extendieron los períodos de inducción de los compuestos 
fluorescentes, prolongándolos en más de 2 días. 
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Tabla 2.4. Períodos de inducción de los dienos y trienos conjugados y de los compuestos 
fluorescentes, en emulsiones de aceite de pescado en agua, tratadas con 100 ppm de fracción 
polifenólica de bagazo, o propilgalato, durante su almacenamiento a 30 ºC.  
 Período de inducción (días) 
Muestra Dienos conjugados  Trienos conjugados Compuestos fluorescentes 
Control 2,7 3,3 4,2 
OW 6,0 6,0 6,7 
I 5,3 5,5 5,0 
IV 6,0 6,0 6,5 
V 5,0 5,4 5,3 
VI 4,8 5,2 4,5 
VII 3,5 4,2 4,2 
VIII 5,1 5,5 4,8 
Propilgalato 6,0 6,1 5,2 
 
Los porcentajes de inhibición de la oxidación, logrados mediante la aplicación de 
100 ppm de las fracciones polifenólicas de bagazo y del propilgalato, se evaluaron en 
las primeras y últimas etapas de la oxidación de los controles (Tabla 2.5). Los 
porcentajes de inhibición indicaron que los compuestos fenólicos resultaron, por regla 
general, más efectivos impidiendo la formación de los hidroperóxidos conjugados, que 
la generación de los compuestos fluorescentes de interacción. 
 
Los porcentajes de inhibición alcanzados con el empleo de los polifenoles de 
bagazo, sobre los dienos y trienos conjugados en los días 4 y 5 respectivamente, 
estuvieron en el rango 65-97 % (Tabla 2.5). Por tanto, los polifenoles del bagazo 
resultaron bastante efectivos en las primeras etapas de la oxidación. El extracto total 
OW y las procianidinas IV, fueron las fracciones más efectivas limitando la formación 
de los hidroperóxidos, ya que todavía mantuvieron una inhibición del 70-85 % en las 
últimas etapas del experimento. El propilgalato también mostró una elevada actividad 
inhibiendo los dienos y trienos conjugados. Los monómeros de los flavonoles 
glicosilados (VII), los monómeros de catequinas (V) y las procianidinas VI y VIII, 
fueron las menos eficientes inhibiendo la formación de los hidroperóxidos conjugados, 
como muestran los porcentajes de inhibición correspondientes a las etapas finales del 
experimento. La fracción I mostró unos porcentajes de inhibición sobre los 
hidroperóxidos conjugados intermedios. 
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Con respecto a la inhibición de la formación de los compuestos fluorescentes, las 
fracciones de bagazo presentaron una inhibieron del 50-100 %, a día 6. Así, todas las 
fracciones naturales fueron eficientes inhibiendo los compuestos fluorescentes. OW, IV 
y el propilgalato fueron los más eficaces inhibiendo los compuestos fluorescentes, 
manteniendo hasta el final del experimento una elevada inhibición. Las fracciones V, 
VI, VII y VIII resultaron las menos efectivas inhibiendo los compuestos fluorescentes, 
coincidiendo con los resultados de inhibición de los hidroperóxidos conjugados.  
 
Tabla 2.5. Inhibición de la formación de hidroperóxidos y compuestos fluorescentes, en emulsiones 
de aceite de pescado tratadas con 100 ppm de polifenoles de uva o propilgalato y almacenadas a 30 
ºC.  
 Inhibición (%)
Dienos conjugados Trienos conjugados Compuestos fluorescentesSistema 
Día 4 Día7 Día 5 Día 8 Día 6 Día 8 
Control 0,0 ± 0,2a 0,7 ± 0,5a 0,1 ± 0,1a 0,1 ± 0,1a 0,2 ± 0,4a 0,0 ± 0,3a
OW 97,9 ± 1,8c 84,6 ± 5,2e 94,4 ± 1,0d 69,4 ± 8,8f 99,4 ± 6,0e 75,1 ± 12,1d
I 91,2 ± 4,6bc 64,5 ± 5,3d 88,5 ± 5,4d 48,9 ± 4,5e 85,0 ± 7,7d 42,2 ± 9,4c
IV 94,0 ± 3,2c 76,2 ± 2,9e 90,9 ± 3,9 d 70,4 ± 8,8f 93,7 ± 3,1de 63,2 ± 6,4d
V 92,6 ± 6,4bc 41,4 ± 4.1c 89,7 ± 7,0c 32,7± 4,8d 85,1 ± 6,0d 23,4 ± 7,1b
VI 85,6 ± 0,9b 15,5 ± 1,8b 80,8 ± 1,0c 17,0 ± 3,8c 58,0 ± 4,5b -4,0 ± 3,9a
VII 81,6 ± 3,0b 13,9 ± 4,5b 66,3± 7,3b 6,7 ± 3,5b 52,9 ± 5,2b 24,4 ± 1,9b
VIII 94,5 ± 5,9c 36,7 ± 10,0c 90,6 ± 7,4d 21,4 ± 5,8c 51,7 ± 5,2b 15,5 ± 1,0b
Propilgalato 97,7 ± 2,7c 83,2 ± 6,6 e 92,6 ± 3,6d 79,1 ± 8,1f 71,8 ± 5,3c 64,6 ± 8,4d
Los valores que poseen el mismo superíndice dentro de la misma columna no son significativamente 
diferentes (p < 0,01). 
 
Resumiendo, los resultados muestran que todos los polifenoles del bagazo, en una 
concentración de 100 ppm, fueron eficaces inhibiendo la rancidez en las emulsiones de 
aceite de pescado en agua, al retrasar y reducir la formación de los productos de 
oxidación. El propilgalato, el extracto total OW y las procianidinas IV presentaron 
mayor actividad antioxidante en las emulsiones. Mientras que los monómeros de 
flavonoles glicosilados (VII) fueron los polifenoles del bagazo menos eficaces. 
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4. DISCUSIÓN. 
 
Durante el desarrollo experimental, las muestras empleadas, aceites y emulsiones de 
aceite en agua, se sometieron a autooxidación térmica. Los ácidos grasos expuestos a 
autooxidación, a diferencia de los fotooxidados, generan mayoritariamente 
hidroperóxidos conjugados (Frankel, 1998). Por tanto, la determinación de los 
hidroperóxidos conjugados resulta una medida adecuada para el seguimiento de la 
oxidación en muestras autooxidadas.  
 
En general, en las muestras de aceite la formación de dienos conjugados fue anterior 
a la formación de hidroperóxidos con trienos conjugados, como corresponde con la 
creación de estructuras más complejas. Esto también se observó en las emulsiones 
control y en las emulsiones con los fenoles menos activos. Los fenoles más activos en 
emulsiones (OW, IV y propilgalato) presentan cinéticas similares para los dienos y 
trienos conjugados. Con respecto a los compuestos fluorescentes, en las emulsiones 
control, su cinética de formación resultó más lenta que la formación de los dienos y 
trienos conjugados, coincidiendo con las cinéticas teóricas descritas para estos 
productos de oxidación (Frankel, 1998). En presencia de los compuestos fenólicos, la 
generación de los productos fluorescentes fue paralela a la formación de los 
hidroperóxidos conjugados. Esta observación puede deberse a que los compuestos 
fenólicos actúan fundamentalmente limitando la formación de los hidroperóxidos y no 
la formación de los compuestos fluorescentes de interacción. 
 
Los monómeros de catequinas (V) presentaron mayor actividad antioxidante en 
aceite que en emulsiones, de acuerdo con su elevado carácter polar y con la denominada 
“paradoja polar” (Frankel, 1998), que determina que los compuestos más polares deben 
ser más efectivos en aceite que en emulsiones. Otras fracciones muy antioxidantes en 
aceite fueron I, VI y VII. Las fracciones I y VI están formadas por los fenoles más 
hidrofílicos de OW, por tanto, su elevada polaridad puede contribuir a su alta actividad 
antioxidante en aceites. Los monómeros de flavonoles glicosilados (VII) presentaron 
una alta actividad antioxidante en aceite, a pesar del menor carácter polar. La polaridad 
de los polifenoles y su distribución tampoco explica el comportamiento del extracto 
total OW y las procianidinas IV en el aceite y en las emulsiones de aceite en agua. OW 
y IV presentaron una elevada polaridad, que según la “paradoja polar” debería 
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favorecer la actividad antioxidante en sistemas homogéneos de aceite y perjudicar la 
actividad antioxidante en emulsiones. Pero, los resultados indicaron lo contrario, ambas 
fracciones resultaron muy eficaces en emulsiones y poco activos en aceites. Por tanto, la 
actividad antioxidante de los polifenoles del bagazo, en el aceite y en las emulsiones de 
aceite, no parece guardar una relación directa con la polaridad de los polifenoles y la 
teoría de la “paradoja polar”. 
 
En aceite de pescado, el propilgalato fue más efectivo retrasando el desarrollo de la 
rancidez que los polifenoles del bagazo. Este resultado se corresponde con el mayor 
carácter reductor y capacidad quelatante, del propilgalato por unidad de masa. Sin 
embargo, los monómeros de catequinas (V) resultaron los compuestos del bagazo más 
eficaces inhibiendo la oxidación del aceite, a pesar de no ser la fracción del bagazo con 
mayor actividad antirradical, reductora y quelatante. También resultó sorprendente la 
adecuada actividad antioxidante de los monómeros de flavonoles glicosilados, puesto 
que presentaron una actividad antirradical muy inferior a las otras fracciones del 
bagazo. La fracción IV originó una reducida actividad antioxidante en aceite, aun 
presentando una alta capacidad antirradical y reductora. De este modo, las propiedades 
antioxidantes in vitro no explican la efectividad antioxidante de los polifenoles del 
bagazo en el aceite.  
 
El grado de polimerización de los flavonoides puede tener un efecto importante 
sobre la efectividad antioxidante de los polifenoles en el aceite de pescado. Los 
monómeros de flavanoles (V), principalmente catequinas, fueron los compuestos más 
activos retrasando la rancidez. La fracción I, formada parcialmente por monómeros de 
catequinas, y la fracción VII formada por monómeros de flavonoles también mostraron 
una elevada efectividad inhibiendo la oxidación del aceite. Por el contrario, las 
procianidinas de mayor tamaño (IV y VIII) presentaron una limitada efectividad 
antioxidante. Torres y col. (2002) también obtuvieron mayor actividad antioxidante en 
aceite vegetal calentado a 150 ºC, para los monómeros y los dímeros de los flavanoles, 
mientras que las procianidinas de mayor grado de polimerización fueron completamente 
inactivas. Los autores indicaron la pobre solubilidad de las procianidinas de mayor 
tamaño como posible causa de su menor efectividad antioxidante en el aceite. 
 
Capítulo 2: 4. Discusión. 
 - 118 -
En emulsiones de aceite en agua, los monómeros presentaron menos actividad 
antioxidante que en aceite de pescado. El extracto total OW y las procianidinas IV, 
fueron los fenoles del bagazo más eficaces inhibiendo el desarrollo de la rancidez. La 
elevada actividad antioxidante de IV en las emulsiones está en concordancia con sus 
propiedades in vitro. Estas procianidinas presentaron una importante capacidad 
antirradical y reductora. Torres y col. (2002) también encontraron, en emulsiones de 
aceite de maíz en agua, mayor actividad antioxidante para las procianidinas que para los 
monómeros del bagazo. Las procianidianas podrían localizarse más eficientemente en 
las interfases aceite/agua debido a cierta flexibilidad de su estructura que le permite 
orientar sus núcleos polares, los grupos hidroxilo, y sus centros apolares, como los 
anillos aromáticos, confiriéndole una estructura similar a una sustancia surfactante. 
 
La fracción VII presentó la menor actividad inhibiendo la oxidación en emulsiones, 
de acuerdo, con su baja capacidad para atrapar los radicales DPPH. El propilgalato 
mostró una alta eficacia en la inhibición de la oxidación, como hacían de suponer sus 
elevadas prestaciones quelatadoras y reductoras. La alta actividad antioxidante de las 
procianidinas IV también concuerda con su elevada capacidad antirradical y reductora. 
Sin embargo, las propiedades antioxidantes in vitro del extracto total OW, no se 
corresponden aparentemente con la elevada actividad antioxidante en las emulsiones. La 
existencia de un efecto sinérgico en OW, al contener un amplio rango de compuestos 
polifenólicos cuya actividad antioxidante puede complementarse, puede explicar su 
elevada actividad antioxidante. Adicionalmente, las procianidinas VI y VIII que 
presentaron importantes propiedades antirradical y reductoras, presentaron una reducida 
actividad antioxidante en las emulsiones. Por tanto, la actividad antioxidante de los 
polifenoles del bagazo en las emulsiones, no parece relacionarse directamente con las 
propiedades antioxidantes in vitro de los polifenoles. 
 
Los resultados de las procianidinas del bagazo (IV, VI, VIII) sugieren que puede 
existir una combinación óptima del grado de polimerización y del contenido de residuos 
galato, para la actividad antioxidante en emulsiones de aceite. Similares resultados se 
habían obtenido en el estudio de las propiedades redox y antirradicalarias. Torres y col. 
(2002) sugirieron que el contenido de residuos galato es menos importante que el grado 
de polimerización de las procianidinas en la protección oxidativa de las emulsiones de 
aceite.  
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En relación a las fracciones más interesantes para ensayar en el músculo de pescado, 
se descartó la fracción VII, formada por los monómeros de flavonoles glicosilados, ya 
que la presencia del residuo de azúcar resta eficacia antioxidante a los flavonoles (Rice-
Evans y col., 1996; Heim y col., 2002), y además su actividad antioxidante no destacó en el 
aceite y en las emulsiones. Sin embargo, se consideró interesante comparar la actividad 
del extracto total OW, los monómeros de catequina (V) y las procianidinas de distinto 
tamaño en el músculo de pescado. 
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5. CONCLUSIONES. 
 
- Los experimentos de oxidación realizados en aceites y en emulsiones demostraron 
que las fracciones polifenólicas obtenidas a partir del bagazo, son capaces de inhibir 
la oxidación de aceites y emulsiones. 
 
- Los monómeros de catequinas (V) fueron los polifenoles del bagazo más adecuados 
para la estabilización oxidativa del aceite de pescado. La fracción I, formada 
parcialmente por monómeros de catequinas, la fracción VII, formada por 
monómeros de flavonoles glicosilados, y la fracción VI formada por la 
procianidinas de menor tamaño, presentaron una actividad antioxidante intermedia. 
Las fracciones extraídas del bagazo de uva mostraron menor efectividad inhibiendo 
la rancidez del aceite, que el antioxidante sintético, propilgalato. 
 
- El extracto total OW y las procianidinas de mayor tamaño y galoización, fracciones 
IV y VIII, fueron los polifenoles del bagazo menos eficaces inhibiendo la oxidación 
del aceite de pescado. 
 
- El extracto total OW y la fracción IV, formada por las procianidinas con un grado 
de polimerización y un porcentaje de galoización intermedios, fueron los polifenoles 
más activos retrasando la oxidación en las emulsiones de aceite. El extracto total y 
la fracción IV, presentaron una eficacia similar al propilgalato. Los monómeros de 
flavonoles glicosilados (VII) fueron los compuestos menos efectivos en las 
emulsiones de aceite. 
 
- Los resultados mostraron que las fracciones polifenólicas compuestas por 
monómeros presentan mayor actividad antioxidante en aceites de pescado, mientras 
que las procianidinas con un tamaño y una galoización media, parecen presentar una 
combinación óptima de ambos parámetros para la inhibición de la oxidación en 
emulsiones de aceite de pescado en agua. El elevado impedimento estérico de las 
procianidinas de mayor polimerización y galoización, podría originar la menor 
efectividad antioxidante de las mismas en las emulsiones. 
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- Los resultados sugieren que la actividad antioxidante de las fracciones ensayadas en 
aceites, está determinada por su solubilidad. En emulsiones, la eficacia antioxidante 
parece estar marcada por un cierto carácter surfactante de los polifenoles, unido a 
sus propiedades reductoras y antirradicales. 
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CAPÍTULO 3. INHIBICIÓN DE LA RANCIDEZ Y DE LA PÉRDIDA DEL 
SISTEMA ANTIOXIDANTE ENDÓGENO EN EL MÚSCULO DE PESCADO.  
 
 
1. INTRODUCCIÓN. 
 
Como se ha introducido previamente, las especies grasas de pescado son un sustrato 
sumamente lábil para desarrollar la oxidación lipídica, debido al elevado contenido de 
lípidos fácilmente oxidables y de compuestos potencialmente activadores de la 
oxidación de los lípidos, como son los pigmentos hemo y el hierro libre (Richards y Hultin, 
2002). En los últimos años, han aumentado de modo destacable los esfuerzos para limitar 
el desarrollo de la rancidez oxidativa en estos productos. Muchos de estos trabajos se 
han realizado con una filosofía meramente tecnológica, limitándose a la aplicación de 
una o varias sustancias para estudiar si son eficaces inhibiendo la oxidación de los 
lípidos. Así, en la bibliografía se ha recogido la eficacia de extractos de romero (Vareltzis 
y col., 1997), de jengibre (Fagbenro y Jauncey, 1994), de aceite de oliva extra virgen (Medina y 
col., 1999) y de las catequinas del té verde (He y Shahidi, 1997; Tang y col., 2001), en el retraso 
de la rancidez del músculo de pescado. Sin embargo, poco sabemos acerca del 
mecanismo que determina la acción antioxidante de estos compuestos en el músculo de 
pescado. La elucidación del mecanismo antioxidante debe contribuir a la optimización y 
modelización de su aplicación en el músculo de pescado.  
  
La eliminación de sustancias prooxidantes del músculo de pescado, mientras se 
retienen los compuestos antioxidantes, también se ha empleado para la estabilización 
oxidativa del músculo de pescado. Así, el lavado con agua fue efectivo eliminando 
pigmentos hemo de filetes de caballa, y retrasando la oxidación de los lípidos (Richards y 
col., 1998). Sin embargo, el lavado del músculo picado de arenque aceleró el proceso 
oxidativo del músculo, debido a la pérdida de los antioxidantes endógenos hidrofílicos 
en la etapa de lavado (Undeland y col., 1998). Por tanto, el éxito de una estrategia 
antioxidante dependerá en gran medida del control del balance endógeno 
antioxidante/prooxidante del sistema. 
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El sistema antioxidante endógeno del músculo de pescado, que incluye sistemas 
enzimáticos y compuestos con capacidad para eliminar sustancias reactivas de oxígeno, 
hidroperóxidos lipídicos y radicales libres (Petillo y col., 1998), estabiliza el alto contenido 
en lípidos insaturados del músculo de pescado. En condiciones post mortem, los 
antioxidantes endógenos son consumidos en el intento de frenar el desarrollo oxidativo 
y algunos estudios han relacionado la pérdida de los antioxidantes endógenos con la 
propagación de la oxidación en el músculo de pescado (Erickson, 1993b; Jia y col., 1996; 
Petillo y col., 1998; Undeland y col., 1999). 
 
Recientes investigaciones sugieren que el α-tocoferol es una de las últimas defensas 
del músculo del pescado en la inhibición de la oxidación, y que su reducción por debajo 
de unos niveles críticos dirige a la propagación de la oxidación lipídica (Erickson, 1993b; 
Petillo y col., 1998). Por tanto, el seguimiento del consumo de α-tocoferol puede ser un 
parámetro útil para determinar la extensión de la oxidación y para profundizar en el 
mecanismo antioxidante del músculo. El α-tocoferol es capaz de eliminar radicales 
libres a través de su grupo fenólico. En el proceso de oxidación del tocoferol, se 
originan diferentes productos de reacción que han sido identificados en diversas 
muestras biológicas (Liebler y col., 1990; Liebler y col., 1996). El primer producto de 
oxidación del α-tocoferol (TH) es el radical tocoferoxilo, producido por la cesión de un 
hidrógeno/electrón al radical libre (Decker y col., 2000). La reacción de este radical del 
tocoferol con los peróxidos lipídicos rinde principalmente tocoferonas 8-sustituidas, 
productos inestables que se hidrolizan en condiciones ácidas a la tocoferolquinona (TQ) 
(Figura 3.1). La TQ puede ser reducida reversiblemente a la tocoferolhidroquinona 
(THQ). Otro mecanismo de oxidación corrientemente aceptado es la producción de 
epoxitocoferonas isoméricas, las cuales se hidrolizan en condiciones ácidas para rendir 
la 5,6-epoxi-α-tocoferolquinona (TQE1) y la 2,3-epoxi-α-tocoferolquinona (TQE2). 
 
 
 
Capítulo 3: 1. Introducción.  
 - 126 -
OH
O C16H33
TH
OH
C16H33
TQ
OH
C16H33
OH
HO
THQ
Epoxitocoferonas
OH
O C16H33O OOH
OH
O C16H33OOH
O
O
OH
C16H33
O
O
TQE1
O
OH
C16H33
O
O
TQE2
O C16H33OR
O
Tocoferonas 8-sustituidas
R= -O-alquilo; -H
O
O
 
Figura 3.1. Mecanismos de oxidación del α-tocoferol.  
 
El análisis de los productos de oxidación del tocoferol se ha realizado 
frecuentemente por GC-MS, con una etapa previa de derivatización (Liebler y col., 1996; 
Faustman y col., 1999). En recientes trabajos, Gautier y col. (2001) y Mottier y col. (2002) 
desarrollaron métodos basados en la cromatografía líquida acoplada a la espectrometría 
de masas en tándem (HPLC-MS/MS), usando la ionización química a presión 
atmosférica (APCI) y la ionización con electroespray (ESI). La ausencia de zonas de 
protonación en el α-tocoferol, dificulta su análisis mediante el uso de ionización con 
electroespray (Heudi y col., 2004). 
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Los mayores productos de oxidación, identificados en muestras biológicas, son TQ, 
THQ, TQE1 y TQE2 (Vatasesery, 1989; Mottier y col., 2002). Entre estos productos, la TQ ha 
sido considerada un importante índice del estrés oxidativo de los ácidos grasos (Jain y 
col., 1996). La relación α-tocoferolquinona/α-tocoferol (TQ/TH) ha sido empleada para 
el seguimiento del estatus antioxidante de humanos (Jain y col., 1996) y para el estudio de 
la potencia oxidativa de distintos prooxidantes en las membranas de los glóbulos rojos 
(Vatasesery, 1989). Basados en estos resultados, Faustman y col. (1999) midieron los 
productos de oxidación del α-tocoferol en músculo y microsomas bovinos, durante el 
almacenamiento refrigerado, concluyendo que la reducción de la concentración de α-
tocoferol y el aumento de los niveles de los productos de oxidación del tocoferol, fueron 
consistentes con el papel antioxidante del α-tocoferol. Bergamo y col. (2003) usaron la 
relación TQ/TH como un parámetro para seguir la oxidación en productos lácteos y para 
estudiar la influencia del procesado sobre la composición de los ácidos grasos. En 
productos de la pesca, no existen trabajos previos en los que se hayan identificado los 
productos de oxidación del tocoferol. 
 
En este capítulo se presenta la aplicación de los polifenoles del bagazo para inhibir 
la rancidez del músculo de jurel o caballa, durante su almacenamiento en congelado. 
Para ello se plantearon los siguientes objetivos: 
 
i). El estudio previo de la actividad antioxidante de los polifenoles del bagazo en un 
sistema de músculo de caballa picado y congelado a -10 ºC, para seleccionar las 
fracciones del bagazo más activas en la inhibición de la oxidación del músculo de 
pescado. 
 
ii). El estudio de la eficacia antioxidante, en filetes de jurel almacenados en congelado 
a -10 ºC, de las fracciones polifenólicas del bagazo seleccionadas en el 
experimento de músculo picado. En el desarrollo de esta tarea: 
 
-  se ensayaron distintos procedimientos tecnológicos para la incorporación de 
las sustancias polifenólicas en los filetes. 
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- se analizó el efecto de una etapa de lavado de los filetes en agua, previa a la 
incorporación de los polifenoles, sobre la actividad antioxidante de los 
polifenoles y el balance endógeno antioxidante/prooxidante de los filetes. La 
etapa de lavado tiene como objetivo la eliminación de cierta proporción de 
sustancias prooxidantes como la hemoglobina, mientras se mantiene el 
contenido de los antioxidantes endógenos. 
 
Paralelamente a la realización de los objetivos i) e ii), se desarrollaron otros 
objetivos con la finalidad de contribuir al conocimiento de los mecanismos que 
determinan la actividad antioxidante de los polifenoles del bagazo en el músculo de 
pescado congelado: 
 
iii). El estudio del efecto de los polifenoles del bagazo sobre los niveles de los 
antioxidantes endógenos del músculo de pescado: α-tocoferol, ubiquinona y 
glutationa. Este experimento tuvo dos intenciones fundamentales: 
 
- conocer la relevancia de los compuestos endógenos, antes citados, en el 
mecanismo antioxidante endógeno del músculo de pescado. Para ello se 
correlacionó el consumo de los compuestos endógenos con los índices 
indicadores del estatus oxidativo del músculo de pescado. 
 
- estudiar el efecto inhibidor de los polifenoles del bagazo sobre los 
compuestos antioxidantes endógenos. 
 
iv). El estudio de la afinidad de los polifenoles del bagazo por el músculo del pescado 
en sistemas agua-músculo. Debido a la importancia de la incorporación selectiva 
de los compuestos antioxidantes en los sustratos oxidables o en sus interfases, la 
afinidad de los compuestos polifenólicos por el músculo de pescado debe tener 
especial relevancia en procesos antioxidantes que impliquen la inmersión del 
músculo de pescado en una disolución fenólica, o la aplicación de los polifenoles a 
alimentos multifásicos compuestos por una fase acuosa y por músculo de pescado, 
como pueden ser productos en salmuera y purés. 
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Además, durante el desarrollo de los objetivos inicialmente propuestos surgieron 
algunas preguntas/hipótesis que incluyeron: 
 
v). La identificación de distintos compuestos presentes en los cromatogramas del α-
tocoferol y la ubiquinona, y que se formaron correlativamente al consumo de 
tocoferol. Una vez identificados como productos de degradación del tocoferol se 
estudió el mecanismo de descomposición del α-tocoferol endógeno en el músculo 
de pescado congelado y refrigerado, y se determinó si el cociente de 
concentraciones TQ/TH podría resultar un parámetro indicativo del estado 
oxidativo del músculo de pescado. 
 
vi). El estudio del efecto de los compuestos fenólicos simples de origen natural, ácido 
cafeico e hidroxitirosol, sobre la degradación del tocoferol y sus productos de 
oxidación, para comparar su actividad con la de los polifenoles del bagazo. Se 
emplearon el ácido cafeico y el hidroxitirosol, debido a la elevada eficacia que 
habían mostrado impidiendo el desarrollo oxidativo en el músculo de pescado, en 
una serie de experiencias realizadas en nuestro laboratorio. 
 
En los experimentos desarrollados en este capítulo, la actividad antioxidante de los 
compuestos fenólicos de origen natural (polifenoles del bagazo, ácido cafeico e 
hidroxitirosol) se comparó con el propilgalato, un antioxidante fenólico de naturaleza 
sintética. Los compuestos fenólicos se emplearon en una concentración de 100 ppm. La 
actividad antioxidante de las fracciones polifenólicas del bagazo se relacionó con la 
composición y la caracterización antioxidante in vitro, que aparecen recogidas en el 
capítulo 1 de esta memoria. 
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2. MATERIAL Y MÉTODOS. 
 
2.1. MATERIAL. 
 
Los ejemplares de jurel (Trachurus trachurus) y caballa (Scomber scombrus) se 
obtuvieron en un mercado local de Vigo, y se conservaron en hielo hasta su empleo. El 
pescado presentó una calidad extra de frescura (DOCE, 1989). 
 
El α-tocoferol, ubiquinona-10, glutationa reducida, 5,5´-ditiobis-(2-ácido 
nitrobenzoico) (DTNB), NADPH, glutationa reductasa, dodecil sulfato sódico (SDS), 
hemoglobina bovina, ditionato sódico, ácido 5-sulfosalicílico, ácido tiobarbitúrico, 
1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP), cloruro ferroso tetrahidratado, cloruro férrico 
hexahidratado, tiocinato amónico, sulfato sódico anhidro y ácido cafeico se adquirieron 
en Sigma (St. Louis, MO, USA). El sulfato de quinina se obtuvo de Fluka (New-Ulm, 
Swizerland) y el propilgalato de Merck (Hohenbrunn, Germany). El 3,4-
dihidroxifeniletanol (hidroxitirosol) fue amablemente cedido por el Instituto de la Grasa 
(CSIC, Sevilla). Todos los reactivos empleados fueron de grado analítico. 
 
El monóxido de carbono, nitrógeno, hidrógeno y aire sintético se obtuvieron de Air 
Liquide España (Porriño, Galicia).  
 
Los disolventes empleados fueron de grado analítico o cromatográfico, según su 
uso, y el agua utilizada fue de calidad Milli-Q. 
 
2.2. ADSORCIÓN DE LOS COMPUESTOS FENÓLICOS EN EL 
MÚSCULO. 
 
Se estudió la habilidad de los polifenoles del bagazo para concentrarse 
selectivamente en el músculo de pescado. Con esta finalidad, se establecieron los 
coeficientes de reparto entre una fase acuosa, donde se encuentran inicialmente los 
polifenoles, y el músculo de pescado. La concentración de los polifenoles se determinó 
con el método de Folin-Cioculteu, cuyo procedimiento se describió en la sección 
experimental del capítulo 1. Los coeficientes de reparto agua/músculo se calcularon 
para el extracto total OW, las fracciones IV, V, VII y VIII, y el propilgalato.  
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Procedimiento. 
Se preparó una disolución acuosa de cada compuesto fenólico de aproximadamente 
1 mg/mL. Se diluyeron 200 µL de cada disolución fenólica en 900 µL de agua. Se 
tomaron 100 µL de las disoluciones fenólicas diluidas para determinar el contenido 
fenólico inicial. A la disolución fenólica restante (1 mL) se le añadió 1 g de músculo 
picado de jurel. Los sistemas se mezclaron por agitación intensa con vortex durante 1 
min, y se centrifugaron a 2500 g durante 12 min, en una centrifuga Beckman GS-GR. 
De la fase acuosa sobrenadante, se tomaron 600 µL. La fase acuosa se saturó con 264 
mg de sulfato amónico y se añadieron 3,0 µL de hidróxido sódico 1 M, con la finalidad 
de precipitar las proteínas del músculo que se hayan pasado a la fase acuosa. Las 
proteínas interfieren en el análisis del contenido fenólico por el método de Folin-
Ciocalteu. Posteriormente las muestras se agitaron con vortex para facilitar la mezcla, y 
se mantuvieron en nevera durante 1 h. Después de la incubación, se tomaron 100 µL de 
la fase acuosa y se cuantificó el contenido fenólico. En los blancos la disolución 
fenólica se sustituyó por agua. Los sistemas se prepararon por duplicado.  
 
Paralelamente al estudio de la adsorción de los polifenoles del bagazo sobre el 
músculo, se evaluó la posible descomposición de los polifenoles en la etapa de 
precipitación de las proteínas. Para ello se prepararon 600 µL de una disolución acuosa 
de OW y de propilgalato, y en cada una, se añadieron 264 mg de sulfato amónico y 3,0 
µL de hidróxido sódico 1 M. Después se agitaron y se mantuvieron en nevera durante 1 
h. Finalmente se cuantificaron los fenoles de la disolución sobrenadante, y se 
compararon con disoluciones fenólicas no tratadas con sulfato amónico e hidróxido 
sódico. Los sistemas se prepararon por duplicado.  
 
2.3. ALMACENAMIENTO REFRIGERADO DEL MÚSCULO DE 
CABALLA PICADO.  
 
El músculo blanco de caballa se separó de la piel y del músculo rojo, y se picó en 
una trituradora Kitchen Aid (Kitchen Aid Inc., MI, USA). El músculo picado se 
mantuvo sobre hielo durante toda la preparación de las muestras. En el músculo se 
añadieron 200 ppm (p/p) de sulfato de estreptomicina, con la finalidad de inhibir el 
crecimiento microbiano durante su almacenamiento en refrigerado. Los compuestos 
fenólicos, ácido cafeico y propilgalato, se incorporaron en el músculo en una 
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concentración de 100 ppm (p/p) y porciones de 10 g de músculo se introdujeron en 
bolsas de plástico. Las muestras control, que no contenían aditivos fenólicos 
antioxidantes, y las muestras con compuestos fenólicos, se almacenaron a 4 ºC.  
 
En cada tiempo de muestreo, se tomaron duplicados de cada tipo de muestra y se 
determinaron los productos de oxidación del α-tocoferol y los parámetros indicativos de 
de la oxidación lipídica.  
 
2.4. ALMACENAMIENTO EN CONGELADO DEL MÚSCULO PICADO DE 
PESCADO.  
 
El músculo picado de caballa, o jurel, se obtuvo como se describió anteriormente. 
Los polifenoles del bagazo, el hidroxitirosol y el propilgalato se añadieron en una 
concentración de 100 ppm (p/p). A las muestras control no se les añadieron compuestos 
fenólicos. Porciones de músculo de 10 g se introdujeron en frascos erlenméyer de 50 
mL, o en bolsas de plástico, y se almacenaron inicialmente a -80 ºC durante 6 h, para 
una rápida congelación. Después las muestras se almacenaron a -10 ºC, donde 
permanecieron hasta su análisis. Los días correspondientes a los muestreos se tomaron 
duplicados de cada tipo de muestra y se descongelaron a temperatura ambiente, una 
hora antes de los análisis. 
 
2.5. PREPARACIÓN Y ALMACENAMIENTO EN CONGELADO DE LOS 
FILETES DE JUREL.  
 
Se procesaron unos 150 ejemplares de jurel (50 Kg) para obtener filetes con piel, de 
20-25 g. Los polifenoles del bagazo y el propilgalato se incorporaron en los filetes 
mediante los siguientes tratamientos: 
 
Adición mediante pulverizado: Se pulverizaron, sobre cada filete, aproximadamente 
0,5 mL de una disolución fenólica acuosa de 5 mg/mL. La disolución de propilgalato se 
calentó ligeramente para favorecer la disolución del propilgalato. Después de dejar 
enfriar la disolución, el propilgalato se añadió como una suspensión acuosa. Los filetes 
tratados con este procedimiento se denominaron filetes pulverizados. 
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Adición en el glaseado: Los filetes se congelaron a -80 ºC, durante 6 h. Una 
disolución acuosa refrigerada de los compuestos fenólicos, con una concentración de 2 
mg/mL, se pulverizó sobre los filetes perfectamente congelados. La disolución fenólica, 
en contacto con la superficie del filete congelado, formó una película de hielo. En cada 
filete se pulverizaron aproximadamente 1,25 mL de la disolución fenólica, que se 
correspondió aproximadamente con un 5 % del peso del filete. A las muestras sometidas 
a este tratamiento se denominaron filetes glaseados. 
 
Adición mediante pulverizado con una etapa previa de lavado del filete: Los filetes 
se lavaron mediante su introducción en un baño de agua destilada durante 1 min. Se 
empleó una relación filete:agua de 1:5,3 (p/p). Los filetes se colocaron posteriormente 
sobre una superficie inclinada, durante 1 min, para eliminar el exceso de agua. Después, 
se rociaron con aproximadamente 0,5 mL de una disolución acuosa fenólica de 5 
mg/mL. Los filetes tratados con este procedimiento se denominaron filetes 
lavados+pulverizados. 
 
La concentración final de compuesto fenólico, en los filetes tratados con los tres 
procedimientos descritos, resultó próxima a 100 ppm. Los controles primarios fueron 
filetes no sujetos a ningún tratamiento, también denominados filetes secos. Para cada 
tratamiento antioxidante, se prepararon además controles secundarios, añadiendo agua 
en sustitución de la disolución fenólica.  
 
Los filetes se introdujeron en bolsas de plástico y se mantuvieron inicialmente a -80 
ºC, durante 6 h, para facilitar una rápida congelación inicial. Transcurrido ese período, 
los filetes se almacenaron a -10 ºC hasta su análisis. El mismo día del análisis se 
descongelaron 3 filetes de cada tratamiento, manteniéndolos a temperatura ambiente 
durante 1 h. Una vez realizado el análisis sensorial de los filetes, se obtuvo el músculo 
blanco para la realización de las medidas de la oxidación. 
 
2.6. DETERMINACIÓN DE LA PÉRDIDA DE PIGMENTOS HEMO EN LA 
ETAPA DE LAVADO DE LOS FILETES. 
 
Se evaluó la cantidad de las hemoproteínas retiradas del filete durante el proceso de 
lavado. Los niveles de pigmentos hemo se midieron en el agua de lavado mediante el 
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método indicado por Brown (1961). Este método se fundamenta en la medida 
espectrofotométrica del derivado de la hemoglobina con el monóxido de carbono, en la 
región de 380-440 nm, también denominada región Soret. La hemoglobina se reduce 
con ditionato sódico, antes de ponerse en contacto con el monóxido de carbono, puesto 
que solamente la hemoglobina reducida es capaz de unirse a una molécula de monóxido 
de carbono.  
 
Procedimiento. 
En una alícuota del agua de lavado de los filetes (2 mL), se añadió 
aproximadamente 1 mg de ditionato sódico y se disolvió con ayuda de una espátula de 
plástico. Después se burbujeó la disolución con una corriente de monóxido de carbono 
durante unos 20 s, y se midió la absorbancia a 420 y 380 nm, en un espectrofotómetro 
Beckman DU 640 (Beckman Instruments Inc, Palo Alto, CA). El blanco se preparó con 
agua destilada. 
 
La hemoglobina asociada al monóxido de carbono presenta en la zona Soret un pico 
de absorbancia, que es proporcional a la concentración de hemoglobina. Se empleó la 
diferencia de absorbancia entre el máximo del pico, observado a 420 nm, y el valle a 
390 nm, para cuantificar los niveles de hemoglobina. La curva de calibrado se realizó 
con hemoglobina bovina.  
 
2.7. ANÁLISIS SENSORIAL. 
 
El panel sensorial estaba formado por 3-4 profesionales entrenados y se realizó 
siguiendo el baremo indicado en la correspondiente directiva europea (DOCE, 1989). Este 
baremo clasifica el olor del producto pesquero en cuatro estadios de mayor a menor 
frescura, que son: olor a fresco, sin olor a fresco, olor rancio incipiente y olor rancio 
intenso.  
 
Procedimiento.  
Los filetes, o el músculo picado, perfectamente descongelados y a temperatura 
ambiente, se colocaron sobre papel de aluminio para la posterior identificaron de los 
aromas. Se puso especial énfasis en la detección de los olores rancios. Los aromas se 
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agruparon en cuatro categorías: E (olor a fresco); A (sin olor); B (olor rancio 
incipiente); C (olor rancio intenso). 
 
2.8. DETERMINACIÓN DEL CONTENIDO EN HUMEDAD. 
 
El contenido de agua del músculo se estimó por diferencia de pesada entre el 
músculo intacto y el músculo deshidratado durante 24 h, en una estufa a 97 ºC. Este 
procedimiento está basado en el método oficial de la AOAC (1985). 
 
Procedimiento. 
Se pesaron cápsulas de papel de aluminio libres de humedad, y en cada una de ellas 
se incorporaron 0,7-1,0 g de músculo, anotando el peso exacto. Las cápsulas se 
mantuvieron en una estufa a 97 ºC durante al menos 24 h, período necesario para que la 
muestras alcancen peso constante. Las cápsulas se dejaron enfriar en un desecador y 
posteriormente se pesaron. La humedad, o contenido de agua, se calculó mediante la 
diferencia de peso del músculo antes y después de haber sido deshidratado.  
 
El contenido de agua se expresó como los gramos de agua por cada 100 g de 
músculo. 
 
2.9. EXTRACCIÓN DE LOS LÍPIDOS TOTALES. 
 
Los lípidos se extrajeron del músculo con modificaciones del método de Bligh y 
Dyer (1959). Este método se fundamenta en la extracción de los lípidos totales con 
diclorometano. 
 
Procedimiento. 
1 g de músculo blanco, previamente picado y homogenizado, se puso en un tubo de 
vidrio. Después se añadieron 6 mL de metanol y 3 mL de diclorometano. La mezcla se 
homogenizó adecuadamente en un Ultra-Turrax, durante 1 min a 9000 rpm. La muestra 
se mantuvo en hielo para evitar su calentamiento durante la homogenización. En las 
muestras, se añadieron posteriormente 3 mL de diclorometano y 6 mL de agua, y se 
homogenizaron de nuevo en el Ultra-Turrax. La centrifugación a 2500-3000 g durante 
10 min, permitió la separación de la fase agua/metanol y del diclorometano, que se sitúa 
Capítulo 3: 2. Material y métodos. 
 - 136 -
en la parte inferior. La fase agua/metanol se recogió para la medida de los compuestos 
fluorescentes de interacción. El diclorometano se recogió en un tubo de vidrio y se le 
añadió una punta de espátula de sulfato sódico anhidro, para la eliminación de los restos 
de agua. Las fases orgánicas de diclorometano se almacenaron a -30 ºC. 
 
El extracto lipídico de diclorometano se empleó para la determinación del contenido 
total de lípidos, valor de peróxidos, hidroperóxidos con dienos y trienos conjugados y 
ácidos grasos.  
 
2.10. CUANTIFICACIÓN DEL CONTENIDO TOTAL DE LÍPIDOS. 
 
El contenido total de grasa se obtuvo mediante la determinación gravimétrica del 
residuo seco del extracto lipídico de diclorometano, que se obtiene en la extracción de 
Bligh y Dyer, tal y como describen Herbes y Allen (1983). 
 
Procedimiento. 
Se pesaron cápsulas de aluminio libres de humedad. Posteriormente, las cápsulas 
se colocaron en una placa calefactora y en cada cápsula se depositaron 0,5 mL del 
extracto lipídico. Después de la evaporación del diclorometano la cápsula se metió en 
un desecador hasta su enfriamiento, y finalmente se pesó. 
 
El contenido total de grasa del músculo de pescado, se calculó mediante la 
diferencia de pesada entre la cápsula con el residuo seco y la cápsula vacía, y se expresó 
como los gramos de grasa por cada 100 g de músculo. 
 
2.11. DETERMINACIÓN DE LOS HIDROPERÓXIDOS: VALOR DE 
PERÓXIDOS. 
 
El contenido de peróxidos lipídicos en el músculo de pescado se determinó 
mediante el método de Chapman y Mckay (1949), empleando el extracto lipídico de 
diclorometano. Este procedimiento está basado en la capacidad de los hidroperóxidos 
para oxidar el hierro ferroso a hierro férrico, como describe la siguiente reacción: 
 
2H+ + ROOH + 2 Fe2+ ?H2O + ROH + 2 Fe3+ [3.1] 
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El método determina espectrofotométricamente el hierro férrico mediante la 
formación de un complejo de color rojo con el tiocianato. La absorbancia se mide a 500 
nm. 
 
Procedimiento. 
Una alícuota del extracto lipídico (0,1-1,0 mL) se depositó en un tubo de vidrio y el 
disolvente, diclorometano, se eliminó bajo una corriente de nitrógeno gaseoso. 
Inmediatamente se añadieron 0,2 mL de hexano. A mayor grado de oxidación de los 
lípidos se empleó menor volumen del extracto lipídico. El hexano se empleó para 
disolver los lípidos. Después se añadieron 5 mL de etanol y 0,1 mL de una disolución 
acuosa de tiocianato amónico al 30 %.  
 
Los blancos se prepararon con 0,2 mL de hexano, 5 mL de etanol y 0,1 mL de 
tiocianato amónico. En las muestras y en los blancos, se añadieron 0,1 mL de una 
disolución 1 mg/mL de FeCl2.4H2O, en ácido clorhídrico al 3,5 %, y los sistemas se 
mezclaron adecuadamente empleando un vortex. La disolución de hierro ferroso se 
preparó diariamente, en un recipiente opaco. Se midió la absorbancia de las muestras a 
500 nm, 3 min después de haber añadido la disolución de hierro ferroso, en un 
espectrofotómetro Beckman DU 640. 
 
La recta de calibrado de hierro férrico, se preparó en el rango 0,8-10 µM, empleando 
como patrón una disolución acuosa de FeCl3.6H2O.  
 
El valor de peróxidos (PV) se expresó en miliequivalentes de oxígeno por Kg de 
grasa. Para ello se consideró que 1 meq. de oxígeno se corresponde a 1 meq. de hierro 
férrico, y por tanto equivale a 0,5 meq de hidroperóxido (Chapman y Mackay, 1949). 
 
2.12. DETERMINACIÓN DE LOS HIDROPERÓXIDOS CON DIENOS 
CONJUGADOS. 
 
El contenido de hidroperóxidos conjugados en el músculo de pescado, se calculó 
con el extracto de lípidos totales obtenido del método de Bligh y Dyer, siguiendo el 
procedimiento descrito por la AOCS (1989). Este método está basado en la determinación 
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de la absorbancia a 234 nm, longitud de onda a la que presentan un máximo de 
absorción los hidroperóxidos con dienos conjugados.  
 
Procedimiento. 
0,2 mL del extracto lipídico se llevaron a sequedad con una corriente de nitrógeno 
gaseoso, e inmediatamente se añadieron 3 mL de hexano. Las disoluciones obtenidas se 
agitaron durante 30 s con un vortex y se midió la absorbancia a 234 nm, en un 
espectrofotómetro Beckman DU 640. Como blanco se empleó hexano.  
 
El contenido de hidroperóxidos conjugados se expresó en milimoles de 
hidroperóxido por Kg de grasa. Para la transformación de las medidas de absorbancia a 
unidades de mmol de hidroperóxidos/Kg grasa se empleó la siguiente ecuación derivada 
de la Ley de Beer:  
 
mmol de hidroperóxido conjugado/Kg grasa 610
´
××××
×=
VCLb
VA
ε  
 
donde A representa la absorbancia a 234 nm, V el volumen final en mL, ε es el 
coeficiente de absortividad molar de los hidroperóxidos conjugados, considerándose el 
valor 29000 mL mmol-1 cm-1, correspondiente al ácido linoleico (Chan, 1987), b es el 
recorrido óptico de la cubeta (1 cm), CL es la cuantificación lipídica del extracto en mg 
de grasa/mL y V´ es el volumen del extracto empleado en el análisis. El factor de 106 
convierte los mg de lípido en Kg.  
 
2.13. DETERMINACIÓN DE LOS ALDEHÍDOS: ÍNDICE DEL ÁCIDO 
TIOBARBITÚRICO. 
 
El índice del ácido tiobarbitúrico (TBA) se fundamenta en la detección del 
malondialdehído (MDA) y de otros aldehídos, que se generan en la descomposición 
oxidativa de los PUFAs. Los aldehídos reaccionan con el ácido tiobarbitúrico, para 
rendir una especie cromófora de color rosado, que presenta un máximo de absorción a 
532 nm.  
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Para la determinación del índice de TBA, se empleó el método propuesto por 
Vyncke (1970), con modificaciones. El extracto se preparó en una disolución de ácido 5-
sulfosalicílico, y no en una disolución de ácido tricloroacético, como indicaba el método 
original. El extracto en ácido 5-sulfosalicílico también se utilizó para el análisis de la 
glutationa, antioxidante del músculo de pescado de carácter hidrofílico.  
 
 
Procedimiento. 
2 g de músculo blanco picado se homogenizaron con un ultra-Turrax, en 10 mL de 
una disolución acuosa de ácido 5-sulfosalicílico al 5 %. La muestra se mantuvo en hielo 
para evitar su calentamiento durante la homogenización. Después se centrifugó a 2500-
3000 g durante 10 min y la fase líquida sobrenadante se filtró a través de un filtro de 
papel. 
 
Para la realización del análisis, se tomó una alícuota del extracto de sulfosalicílico 
(5,0-0,1 mL) y se colocó en un tubo de vidrio con tapa. El volumen de muestra 
empleado dependió del grado de oxidación del músculo, completándose hasta 5 mL con 
la disolución de ácido 5-sulfosalicílico al 5 %. Los blancos contenían únicamente 5 mL 
de ácido sulfosalicílico. Después se adicionaron en los tubos de muestra y en los 
blancos, 5 mL de una disolución acuosa de ácido tiobarbitúrico (TBA), de 
concentración 2,883 mg/mL. Los tubos se cerraron y mezclaron adecuadamente 
mediante agitación en un vortex. La disolución de TBA se preparó diariamente, 
evitando el contacto con la luz. Posteriormente, las muestras se incubaron en un baño de 
agua a 97 ºC, durante 40 min. Después del enfriamiento de las muestras, se midió la 
absorbancia a 532 nm en un espectrofotómetro Beckman DU 640.  
 
La recta de calibrado se realizó empleando como patrón el 1,1,3,3- 
tetraetoxipropano (TEP). Este compuesto se hidroliza a malonaldehído (MDA) en 
medio ácido. Los puntos de la recta se prepararon por adición de alícuotas (10-150 µL) 
de un patrón acuoso de TEP con una concentración de 0,2 mM, en 5 mL de ácido 
sulfosalicílico al 5 %. Después se procedió a añadir 5 mL de la disolución de TBA y se 
siguió el procedimiento indicado para las muestras.  
 
El índice del TBA se expresó en unidades de µmol de MDA por Kg de músculo. 
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2.14. DETERMINACIÓN DE LOS COMPUESTOS FLUORESCENTES DE 
INTERACCIÓN. 
 
El método tiene como fundamento la medida de los compuestos fluorescentes 
resultantes de la interacción de los aldehídos con los compuestos con grupos aminos 
libres (Aubourg, 1999). La interacción de los aldehídos con los grupos aminos de las 
proteínas origina complejos de interacción que son solubles en medios acuosos.  
 
El contenido de los compuestos fluorescentes se midió en la fase acuosa obtenida 
durante el proceso de extracción de los lípidos totales, descrito anteriormente, siguiendo 
el procedimiento indicado por Nielsen y col. (1985). 
 
Procedimiento. 
La fluorescencia de la fase acuosa se medió directamente a dos pares de longitudes 
de onda: 345 nm (λexc)/416 nm (λem) y 393 nm (λexc)/463 nm (λem), en un fluorímetro 
Perkin-Elmer modelo LS-3B (Perkin-Elmer, Willesley, MA, USA). El blanco se realizó 
con una mezcla 1:1 de metanol y agua.  
 
La fluorescencia de las muestras se expresó como un factor de fluorescencia relativo 
(δF). Dicho factor se obtuvo al relativizar la fluorescencia de las muestras con la 
fluorescencia correspondiente a una disolución de sulfato de quinina de concentración 1 
µg/mL, como se describió en la sección experimental del capítulo 2.  
 
2. 15. ANÁLISIS DE LOS ÁCIDOS GRASOS. 
 
Se determinó el contenido de los ácidos grasos durante el almacenamiento en 
congelado del músculo de pescado, con la finalidad de evaluar una posible pérdida 
nutricional de los ácidos grasos poliinsaturados. Los ácidos grasos se derivatizaron 
mediante transesterificación ácida con metanol, como describe Lepage y Roy (1986). Los 
ácidos grasos se determinaron mediante cromatografía de gases con detección de 
ionización de llama (GC-FID) (Christie, 1982). Se empleó como patrón interno el ácido 
graso de 19 carbonos y sin dobles enlaces, o ácido graso 19:0, al no estar presente en los 
lípidos de origen marino. 
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Procedimiento. 
Un volumen de extracto lipídico, correspondiente a 200 µg de lípidos, se llevó a 
sequedad con nitrógeno gaseoso y se añadieron 0,4 mL de tolueno, 0,1 mL de patrón 
interno y 2,0 mL de ácido sulfúrico al 1 %, en metanol. La alícuota de patrón interno 
contenía 0,1 mg de ácido graso 19:0 por mL. Las muestras se mezclaron mediante 
agitación intensa con vortex durante 30 s, y se incubaron a 50 ºC durante 
aproximadamente 12 h. Sobre las muestras frías se añadieron 5 mL de una disolución 
acuosa de cloruro sódico al 5 %, y las muestras se mezclaron por agitación intensa 
durante 30 s. La adición de la disolución de cloruro sódico y la centrifugación a 2500 g 
durante 10 min se empleó para forzar la separación de las fases de tolueno y 
metanol/agua. Para el análisis de los ácidos grasos se inyectó 1 µL la fase de tolueno, 
situada en la parte superior, en el GC-FID. 
 
Las muestras se analizaron en un cromatógrafo de gases Perkin-Elmer 8700 (Perkin-
Elmer, Willesley, MA, USA), provisto de un inyector de vaporización de temperatura 
programada (Programmed-temperature vaporizer: PTV) y un detector de ionización de 
llama (Flame ionization detector: FID). El liner de vidrio del inyector PTV se rellenó 
con lana de vidrio silanizada, tal y como describen Medina y col. (1994). La separación 
se realizó en una columna capilar DB-23 (Agilent Technologies, Inc. Wilmington, DE, 
USA) de 60 m de longitud, 0,25 mm de diámetro interno, recubierta con una película de 
(50%-cianopropil)-metilpolisiloxano de 0,25 µm de espesor. Se empleó nitrógeno como 
gas portador, con presión en cabeza de columna de 30 psi. La llama estaba constituida 
por aire sintético e hidrógeno, con una presión de 150 y 80 KPa, respectivamente. La 
temperatura de la columna se elevó de 170 a 240 ºC, a una velocidad de 2 ºC / min, y se 
mantuvo a 240 ºC durante 5 min. El tiempo de análisis fue de 40 min. La temperatura 
del inyector se programó a 45 ºC, y con la válvula de split abierta durante el primer 
minuto de análisis, para favorecer la eliminación del disolvente. La relación de split fue 
140:1, con una purga de séptum de 4 mL/min. Después del primer minuto de análisis, la 
válvula de split se cerró y la temperatura del inyector se elevó a 380 ºC, con una rampa 
de 15 ºC/s, temperatura a la que se mantuvo hasta los 6 min de análisis. El split se abrió 
de nuevo a los 2 min de análisis. 
  
Los compuestos se identificaron mediante la comparación de sus tiempos de 
retención con una mezcla comercial de ésteres metílicos de 37 ácidos grasos (FAME 
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Mix, Supelco, Bellefonte, PA, USA). La Tabla 3.1 muestra la composición porcentual 
en peso de este patrón comercial de ácidos grasos. Los ácidos grasos ausentes en el 
patrón, e identificados en el músculo de pescado, se confirmaron por GC-MS, previa 
derivatización de los ácidos grasos a los derivados 4,4-dimetiloxazonílicos (Garrido y 
Medina, 2002). La determinación cuantitativa de los ácidos grasos se realizó a partir de los 
factores de respuesta obtenidos para los ésteres metílicos del patrón comercial.  
 
Tabla 3.1. Composición del patrón comercial de ésteres metílicos de ácidos grasos FAME Mix 
(Supelco). 
Ácido graso Porcentaje en peso (%) 
4:0 Ácido butírico 4 
6:0 Ácido caproico 4 
8:0 Ácido caprílico 4 
10:0 Ácido capricho 4 
11:0 Ácido undecanoico 2 
12:0 Ácido laurico 4 
13:0 Ácido tridecanoico 1 
14:0 Ácido mirístico 4 
14:1 Ácido miristoleico 2 
15:0 Ácido pentadecanoico 2 
15:1 Ácido cis-10-pentadecanoico 2 
16:0 Ácido palmítico 6 
16:1ω7 Ácido palmitoleico 2 
17:0 Ácido heptadecanoico 2 
17:1 Ácido cis-10-heptadecenoico 2 
18:0 Ácido esteárico 4 
18:1ω9t Ácido elaidico 2 
18:1ω9c Ácido oleico 4 
18:2ω6t Ácido linolelaidico 2 
18:2ω6c Ácido linoleico 2 
20:0 Ácido araquídico 4 
18:3ω6 Ácido γ-linolénico 2 
20:1 Ácido cis-11-eicosenoico 2 
18:3ω3 Ácido linolénico 2 
21:0 Ácido heneicosanoico 2 
20:2 Ácido cis-11,14-eicosadienoico 2 
22:0 Ácido behenico 4 
20:3ω6 Ácido cis-8, 11, 14-eicosatrienoico 2 
22:1ω9 Ácido erúcico 2 
20:3ω3 Ácido cis- 11,14,17-eicosatrienoico 2 
20:4ω6 Ácido araquidónico 2 
23:0 Ácido tricosanoico 2 
22:2 Ácido cis-13,16-docosadienoico 2 
24:0 Ácido lignocerico 4 
20:5ω3 Ácido cis-5,8,11,14,17-eicosapentaenoico 2 
24:1 Ácido nervónico 2 
22:6ω3 Ácido cis-4,7,10,13,16,19- docosahexaenoico 2 
 
La Figura 3.2 muestra el cromatograma de GC-FID del patrón FAME Mix, en una 
concentración de 1 mg/mL, mientras que la Figura 3.3 recoge el perfil de ácidos grasos 
de una muestra fresca de músculo blanco de jurel.  
Capítulo 3: 2. Material y métodos. 
 - 143 -
 
0
5
10
15
20
25
30
35
40
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34  
Figura 3.2. Cromatograma de GC-FID del patrón comercial de ácidos grasos FAME Mix, en una 
concentración de 1 mg/mL. 
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Figura 3.3. Perfil de ácidos grasos de una muestra de músculo blanco de jurel, obtenido por GC-FID. 
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2.16. CUANTIFICACIÓN DE LA GLUTATIONA. 
 
La glutationa es un péptido endógeno del músculo que presenta capacidad para 
atrapar radicales libres debido a la presencia del grupo sulfidrilo del aminoácido 
cisteína. Como se ha indicado con anterioridad, la glutationa se extrajo del músculo de 
pescado en el extracto de ácido sulfosalicílico, también empleado para la extracción de 
los aldehídos y posterior análisis del índice de TBA. Para la cuantificación de la 
glutationa se empleó el método de Griffith (1980), que determina el contenido total de 
glutationa mediante un proceso enzimático cíclico, en el que la glutationa es oxidada 
por el 5,5´-ditiobis-(2-ácido nitrobenzoico) (DTNB) y reducida por el NADPH, en 
presencia de la glutationa reductasa. En el proceso se produce la formación del 2-nitro-
5-tiobenzoico, de color amarillo, que se determina a 412 nm. La velocidad y la 
extensión de la reacción es función del contenido total de glutationa reducida (GSH) y 
glutationa oxidada (GSSG).  
 
Procedimiento. 
Se prepararon disoluciones de 0,3 mM de NADPH, 6 mM de DTNB y 50 
unidades/mL de glutationa reductasa, en una disolución de 125 mM de fosfato sódico 
dibásico y 6,3 mM de AEDT, de pH 7,5. Estas disoluciones de trabajo se emplearon 
durante las 36 h posteriores a su preparación y se almacenaron a 4 ºC.  
 
En cubetas desechables se añadieron 0,7 mL de la disolución de NADPH, 0,1 mL de 
DTNB, 50-175 µL del extracto de la muestra y 15 µL de trietanolamina. El volumen de 
muestra se ajustó a 175 µL con ácido 5-sulfosalicílico al 5%. En muestras poco 
oxidadas, 50 µL de muestra fueron suficientes para la cuantificación adecuada de la 
glutationa, pero se requirieron mayores volúmenes del extracto a medida que aumentaba 
la degradación oxidativa del músculo. Las muestras preparadas se agitaron con un 
vortex y se incubaron en un baño de agua a 30 ºC, durante al menos 20 min. Después se 
añadieron 10 µL de la disolución de enzima glutationa reductasa y se midió el aumento 
de la absorbancia durante los siguientes 5 min. Los blancos sustituyen la muestra por 
ácido 5-sulfosalicílico al 5%. 
 
En la recta de calibrado se empleó como patrón la glutationa reducida. Se añadieron 
alícuotas de 10 a 100 µL de un patrón de 5 µg/mL de glutationa reducida, completando 
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el volumen hasta 175 µL, con ácido sulfosalicílico al 5 %. La recta de calibrado se 
construyó representando el aumento de absorbancia durante los 5 primeros minutos de 
reacción, frente a la concentración de glutationa reducida. 
 
El contenido de glutationa en el músculo se expresó como los µg de glutationa total 
por gramo de músculo. 
 
2.17. CUANTIFICACIÓN DEL TOCOFEROL Y LA UBIQUINONA. 
 
El α−tocoferol y la ubiquinona, antioxidantes lipofílicos del músculo de pescado, se 
obtuvieron del músculo mediante la adaptación del método de extracción descrito por 
Burton y col. (1985), y se analizaron mediante la aplicación de HPLC en fase reversa, 
con detección espectrofotométrica en la región ultravioleta (Cabrini y col., 1992). También 
se investigó el contenido de ubiquinol, que es la forma más reducida de la ubiquinona. 
 
Procedimiento.  
Se homogenizó 1 g de músculo en 3 mL de una disolución refrigerada de fosfato 
sódico 5 mM, a pH 8,0, con un homogenizador Ultra-Turrax. Después se añadieron 4 
mL de 0,1 M de docecil sulfato sódico (SDS) y las muestras se agitaron intensamente 
durante 1 min, con un vortex. Entonces se incorporaron 8 mL de etanol absoluto y se 
agitaron durante 1 min. Se añadieron 2 mL de hexano y las muestras se mezclaron de 
nuevo durante 1 min. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 2000 g durante 10 
min, y la fase superior de hexano se recuperó. La fase acuosa se lavó posteriormente 
con 1 mL de hexano. La fase de hexano se llevó a sequedad con una corriente de 
nitrógeno y los antioxidantes lipofílicos se extrajeron dos veces con 1 mL de metanol. 
Finalmente el metanol se evaporó con una corriente de nitrógeno y se añadieron 0,3 mL 
de etanol absoluto.  
 
El análisis del α-tocoferol, ubiquinona y ubiquinol se realizó en un equipo de 
HPLC, equipado con un bucle de inyección de 20 µL, un sistema de bombas 
peristálticas Beckman System Gold Módulo 126 (Beckman Instruments Inc, Palo Alto, 
CA, USA) y un detector array de diodos (DAD) Beckman System Gold Módulo 168. La 
separación se realizó en una columna de fase reversa Waters Spherisorb (Waters, 
Milford, Massachusetts, USA) de 250 mm de longitud, de 4,6 mm de diámetro interno, 
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rellena de octadecilsilano (C18) con un tamaño de partícula de 5 µm. Se empleó un 
sistema binario de metanol e isopropanol como fase móvil, con el siguiente gradiente 
lineal: de 0 a 60 % de isopropanol de 0 a 9 min, de 9 a 19 min mantenimiento del 60 % 
de isopropanol y reducción de la proporción de isopropanol al 0 % a los 23 min. El 
tiempo de análisis fue de 23 min y el flujo de fase móvil fue de 1 mL/min. 
 
El α-tocoferol y la ubiquinona se identificaron por comparación de sus tiempos de 
retención y de sus espectros de absorción con patrones comerciales. El estándar de 
ubiquinol se preparó de acuerdo con el procedimiento de Lang y col. (1986), que 
transforma la ubiquinona en ubiquinol, mediante la reducción con ditionato sódico. Los 
espectros de absorción del α-tocoferol, la ubiquinona y el ubiquinol presentan máximos 
a 292, 268 y 290 nm, respectivamente. La Figura 3.4 muestra los cromatogramas 
superpuestos de una mezcla de patrones de α-tocoferol y ubiquinona y de un extracto de 
músculo fresco de caballa.  
 
 
 
a 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.4. Cromatogramas de HPLC-DAD con detección a 280 nm, de una mezcla de patrones de 
α-tocoferol y ubiquinona (trazo azul) y de un extracto de músculo fresco de caballa (trazo negro). 
 
El α-tocoferol y la ubiquinona se cuantificaron empleando sus máximos de 
absorción, a partir de curvas de calibrado de patrones comerciales. Las concentraciones 
de estos compuestos se expresaron en µg/g grasa o µg/g músculo, según se indique. 
 
α-tocoferol
ubiquinona
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Se calcularon las recuperaciones del método, por adición de una concentración 
conocida de α-tocoferol y ubiquinona-10, sobre 1 g de músculo picado de jurel. 
También se analizaron muestras de músculo de jurel sin adición. La diferencia de 
concentración entre las muestras con adición y las muestras sin adición, permite obtener 
la concentración de compuesto derivada de la adición. La recuperación del método se 
calculó con la siguiente expresión: 
 
Recuperación (%) = 100×
teórica
método
C
C  
 
donde Cmétodo es la concentración del compuesto exógeno obtenida con el método y 
Cteórica es la concentración realmente añadida. El estudio de las recuperaciones mostró 
que el método determinó el 82,6 % del α-tocoferol y el 82,7 % de la ubiquinona. Estos 
factores de recuperación se aplicaron para el cálculo de las concentraciones en el 
músculo de pescado.  
 
2.18. IDENTIFICACIÓN DE LOS PRODUCTOS DE OXIDACIÓN DEL 
TOCOFEROL. 
 
Los productos de oxidación del α-tocoferol se analizaron mediante HPLC acoplada 
con espectrometría de masas (MS). Para ello, los productos de oxidación del α-tocoferol 
se extrajeron con el procedimiento anteriormente descrito de Burton y col. (1985), para la 
extracción del tocoferol y ubiquinona. El análisis se realizó en un equipo de HPLC 
compuesto por un bucle de inyección de 10 µL, un sistema de bombas Spectra System 
P4000 (ThermoFinningan. San Jose, CA, USA), y acoplado a un detector array de 
diodos Spectra System UV6000LP (ThermoFinningan) y a un espectrómetro de masas 
de trampa iónica LCQ DEX XPPlus (ThermoFinningan). 
 
Procedimiento. 
La separación de los compuestos se realizó en una columna Symmetry Waters 
(Waters, Milford, Massachusetts, USA) de 150 mm de longitud y 2,1 mm de diámetro 
interno, rellena con C18 de 3,5 µm de tamaño de partícula. Las fases móviles fueron 
metanol (A) e isopropanol (B), con el siguiente gradiente programado: 100 % de A 
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durante 2 min, 60 % de A de 18 a 20 min, 30 % de A de 20 a 40 min y 100 % de A de 
40 a 42 min. El flujo de fase móvil fue de 0,1 mL/min. 
 
En el detector array de diodos se registraron los espectros de absorción durante el 
análisis. Con respecto a las condiciones de operación del equipo de espectrometría de 
masas, se empleó la ionización química a presión atmosférica (APCI) en modo positivo 
para la ionización de los compuestos. Se fijó un voltaje de descarga de 4,10 KV, un 
voltaje de capilar de 75,67 V, una corriente de descarga de 4,0 µV y una temperatura de 
vaporización de 402,0 ºC. Como sheath gas, que pulveriza la muestra en un fino aerosol, 
se empleó nitrógeno de alta pureza con un flujo de 60 unidades. Los espectros de masas 
se obtuvieron en el rango de 80-1000 umas, con una duración de los scans de 5 µs y un 
vacío de 2,21 x 10-5 Torr. Se obtuvieron espectros de masas full-scan, en los que se 
monitorizó el total de iones, y SIM, en los que se monitorizó un determinado ión. 
También se obtuvieron espectros de los iones moleculares en modo MS/MS, empleando 
diferentes energías de colisión. 
 
Los picos se identificaron por sus tiempos de retención (Leray y col., 1998; Lauridsen y 
col., 2001) y por los iones moleculares e iones diagnóstico derivados de la fragmentación 
de las moléculas (Mottier y col., 2002). Los iones moleculares se confirmaron por el 
aumento de su intensidad al reducir el voltaje del capilar y al introducir una proporción 
de agua. La fragmentación de los iones moleculares con una etapa de MS2, o MS/MS, 
se realizó para confirmar la identificación.  
  
La Tabla 3.2 recoge los máximos de absorción y los iones moleculares del α-
tocoferol (TH), tocoferolquinona (TQ) y epoxitocoferolquinonas (TQE1 y TQE2). 
 
Tabla 3.2. Máximos de absorción e iones moleculares del α-tocoferol (TH) y de sus productos de 
oxidación. 
Compuesto Máximo de absorción (nm) 
[M]+ 
TH 292  430,5 
TQ 268  446,5 
TQE1 268  462,5 
TQE2 268 462,5 
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La cuantificación de los productos de oxidación del tocoferol: TQ, TQE1 y TQE2, se 
realizó a partir de la absorbancia a 268 nm, donde presentan un máximo de absorción, 
empleando una absortividad molar de 19500 L mol-1 cm-1 (Mottier y col., 2002).  
 
2.19. EVALUACIÓN DE LA EFICACIA ANTIOXIDANTE. 
 
La actividad antioxidante se evaluó basándose en la comparación de las muestras 
tratadas con antioxidantes, con muestras que no contienen antioxidantes, o muestras 
control. La eficacia antioxidante de los compuestos fenólicos se estimó mediante el 
estudio de los períodos de inducción, los porcentajes de inhibición y la cantidad máxima 
de los productos de oxidación formados.  
 
La existencia de un posible sinergismo en el procedimiento antioxidante que 
combina una etapa de lavado del filete y la aplicación de los compuestos fenólicos, se 
determinó por adaptación de la fórmula sugerida por Frankel (1998), que emplea los 
períodos de inducción para el cálculo del efecto sinérgico. El sinergismo se calculó para 
la inhibición de los peróxidos y aldehídos, a partir de los correspondientes períodos de 
inducción (PI) de los filetes lavados, de los filetes pulverizados con antioxidante y de 
los filetes lavados más pulverizados con antioxidante, como se describe en la siguiente 
expresión: 
 
Sinergismo (%) = [(PI lavado + pulverizado antioxidante) – ( PI lavado + PI pulverizado 
antioxidante )/( PI lavado + PI pulverizado antioxidante)] x 100  
 
Para el cálculo del efecto sinérgico en la inhibición de los olores asociados a la 
rancidez, en la ecuación anterior se sustituyeron los períodos de inducción por los 
períodos necesarios para la detección de los aromas rancios.  
 
El sinergismo en la preservación del α-tocoferol y la glutationa, se calculó 
sustituyendo los períodos de inducción por el tiempo transcurrido para que las 
concentraciones iniciales de estos compuestos endógenos se reduzcan al 50 %. Las 
concentraciones que suponen aproximadamente el 50 % del nivel inicial de tocoferol y 
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glutationa, en los filetes de jurel analizados, fueron 60 µg tocoferol/g grasa y 15 µg 
glutationa/g músculo. 
 
2. 20. ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 
 
De cada muestra se prepararon 2-3 réplicas y los análisis se realizaron por 
duplicado. Los resultados se muestran como la media ± desviación estándar. A los datos 
se les aplicó un análisis de varianza de una vía, o ANOVA (Sokal y Rohlf, 1981), (p < 0,01) 
y las medias se compararon con el método de la diferencia de los mínimos cuadrados 
(LSD, least-squares difference). Para la identificación de las correlaciones entre las 
variables oxidativas y los antioxidantes endógenos, se estimaron los coeficientes de 
Pearson, que estudian correlaciones lineales entre las variables. El análisis estadístico se 
realizó con el paquete estadístico Statistica 6.0 (Statsoft, Tulsa, OK, USA). 
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3. RESULTADOS. 
 
3.1. ADSORCIÓN DE LOS POLIFENOLES DEL BAGAZO EN EL 
MÚSCULO. 
 
Las disoluciones acuosas de los polifenoles de bagazo y del propilgalato, perdieron 
íntegramente su contenido fenólico después de haber estado en contacto con el músculo 
de pescado (Tabla 3.3). En el proceso de contacto del músculo con la fase acuosa, no se 
detectó que la fracción proteica sarcoplasmática migrase a la fase acuosa. 
 
Tabla 3.3. Concentraciones de los compuestos fenólicos en disolución, antes y después de la mezcla 
de 1 mL de disolución fenólica con 1 g de músculo de pescado.  
 Concentración fenólica en disolución (µM) 
Sistema Inicial Después del reparto 
OW 571,3 ± 0,1 0,0 ± 0,0 
IV 254,8 ± 0,7 0,0 ± 0,0 
V 224,0 ± 0,6 0,0 ± 0,0 
VII 68,3 ± 0,0 0,0 ± 0,0 
VIII 181,0 ± 12,1 0,0 ± 0,0 
Propilgalato 527,3 ± 4,7 0,0 ± 0,0 
 
No se detectó una descomposición significativa de los fenoles durante el proceso de 
precipitación de las proteínas que se empleó en el experimento. La concentración de 
OW, antes y después de haber realizado el proceso de precipitación de proteínas, fue 
526,9 ± 5,3 µM y 518,4 ± 4,7 µM, respectivamente. Para el propilgalato, la 
concentración inicial fue de 1583,0 ± 10,5 µM y de 1567,2 ± 8,3 µM después del 
proceso. Por tanto, los niveles de los fenoles no descendieron significativamente durante 
el proceso (p < 0,01). Estos resultados evidencian que los polifenoles de bagazo se 
asocian mayoritariamente a los componentes del músculo de pescado en sistemas 
multifásicos de músculo y agua. El propilgalato también mostró una elevada adsorción 
en el músculo. 
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3.2. EFECTO DE LOS POLIFENOLES DEL BAGAZO EN LA 
ESTABILIZACIÓN OXIDATIVA DE MÚSCULO PICADO DE CABALLA 
ALMACENADO EN CONGELADO.  
 
3.2.1. Inhibición de la rancidez en el músculo picado. 
 
Se investigó el efecto de los polifenoles del bagazo OW, IV, V y VIII en la 
inhibición de la rancidez del músculo picado de caballa, durante su almacenamiento 
congelado, a -10 ºC. Las fracciones IV, V y VIII estaban formadas por catequinas 
monoméricas u oligómeros de catequinas de distinto tamaño y galoización. La actividad 
antioxidante de estos polifenoles de origen natural se comparó con el propilgalato, un 
antioxidante alimentario de origen sintético. 
 
El desarrollo oxidativo en el músculo de pescado, se estudió mediante el 
seguimiento del valor de peróxidos, hidroperóxidos conjugados, índice de TBA, 
compuestos fluorescentes de interacción y contenido de ácidos grasos ω-3. 
 
El músculo de caballa, correspondiente a ejemplares capturados en el otoño, 
presentó un contenido graso medio de 1,7 ± 0,3 %. El valor de peróxidos, compuestos 
primarios de la oxidación, aumentó significativamente en los controles a partir del día 
30 (Figura 3.5). La presencia de las fracciones polifenólicas del bagazo retrasó 
significativamente la formación de los peróxidos lipídicos. Entre las muestras con 
aditivos fenólicos, los períodos de inducción no fueron significativamente diferentes, 
resultando próximos a 55 días (Figura 3.5). Sin embargo, la velocidad de formación de 
los hidroperóxidos durante la fase de propagación de la oxidación, fue inferior en las 
muestras con propilgalato que en las muestras con los polifenoles de bagazo.  
 
La medida de los hidroperóxidos conjugados en el músculo de pescado originó 
resultados mucho más complejos que la medida del valor de peróxidos, hecho que 
dificultó su interpretación (Figura 3.6). Pudo apreciarse que los controles mostraron 
mayor contenido de dienos conjugados durante la etapa de propagación de la oxidación, 
que las muestras con polifenoles del bagazo. No se observaron diferencias concluyentes 
con respecto a la efectividad antioxidante entre los compuestos fenólicos.  
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Figura 3.5. Formación de los hidroperóxidos en músculo picado de caballa tratado con 100 ppm de 
polifenoles del bagazo, o de propilgalato, durante su almacenamiento a -10 ºC. 
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Figura 3.6. Formación de los hidroperóxidos con dienos conjugados en músculo picado de caballa 
tratado con 100 ppm de polifenoles del bagado, o de propilgalato, durante su almacenamiento a -10 
ºC. 
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Los aldehídos, productos de la descomposición de los hidroperóxidos, se formaron 
más lentamente en las muestras tratadas con aditivo polifenólico que en las muestras 
control (Figura 3.7). En los controles, se observó un aumento importante de los niveles 
de los aldehídos después del día 30. En el músculo tratado con los compuestos 
fenólicos, también se observó un aumento significativo de los aldehídos, pero los 
fenoles fueron efectivos reduciendo su velocidad de formación. El propilgalato resultó 
más eficaz que los polifenoles de uva en la inhibición de la formación de los aldehídos. 
Entre las distintas fracciones polifenólicas, la fracción VIII, compuesta por las 
procianidinas de mayor polimerización y galoizacion, fue menos efectiva inhibiendo la 
formación de los aldehídos que el extracto total (OW), los monómeros de catequinas 
(V) y las procianidinas de polimerización y galoización intermedia (IV).  
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Figura 3.7. Formación de los aldehídos en músculo picado de caballa tratado con 100 ppm de 
polifenoles del bagazo, o de propilgalato, durante su almacenamiento a -10 ºC. 
 
Con respecto a la formación de los compuestos fluorescentes de interacción, los 
resultados indicaron que no fue una medida coherente con la cinética de formación 
esperada para los compuestos fluorescentes, que son compuestos terciarios de la 
oxidación (Figura 3.8). Sorprendentemente disminuyeron los niveles de los compuestos 
fluorescentes durante las últimas etapas de la oxidación del músculo, cuando era de 
esperar una generación importante de los mismos. Por ello, los datos correspondientes a 
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los compuestos fluorescentes no se consideraron para el seguimiento del proceso 
oxidativo en el músculo de pescado y para evaluar la actividad antioxidante de los 
compuestos fenólicos. 
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Figura 3.8. Formación de los compuestos fluorescentes de interacción, en músculo picado de caballa 
tratado con 100 ppm de polifenoles del bagazo, o de propilgalato, durante su almacenamiento a -10 
ºC. 
 
La evolución del contenido de ácidos grasos poliinsaturados (PUFAs) fue otro 
parámetro empleado para estudiar la extensión de la oxidación de los lípidos en el 
músculo de pescado. El ácido 22:6 ω-3, ácido docosahexaenoico (DHA), fue el PUFA 
presente en mayor concentración en el músculo picado de caballa. El DHA representó 
aproximadamente el 70 % del total de PUFAs. El 20:5 ω-3, o ácido eicosapentoico 
(EPA), fue el segundo PUFA más abundante, constituyendo un 15 % de los PUFAs del 
músculo de caballa. En la Tabla 3.4, se recogen las concentraciones de DHA en el 
músculo fresco y durante su almacenamiento a -10 ºC. Los niveles de 22:6 ω3 se 
mantuvieron estables durante al menos 66 días, pero entre los días 66 y 83 se observó 
un descenso del 22:6 ω3 en las muestras control. Coherentemente, se observó la 
reducción de los niveles de 22:6 ω3 en las últimas etapas de la oxidación, cuando el 
músculo se encontraba muy deteriorado.  
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Las fracciones de bagazo y el propilgalato fueron efectivos inhibiendo el descenso 
de los niveles de DHA (Tabla 3.4). El músculo con los polifenoles de bagazo o con el 
propilgalato, no presentó una disminución significativa de los niveles originales de 22:6 
ω3, después de 83 días de almacenamiento a -10 ºC.  
 
Tabla 3.4. Concentración del ácido 22:6 ω-3 (mg/mg grasa) en músculo picado de caballa tratado 
con 100 ppm de polifenoles del bagazo, o propilgalato, durante su almacenamiento a -10 ºC. 
Muestra Semana 0 Semana 10 (día 66) Semana 12 (día 83) 
Control 0,249 ± 0,007a 0,241 ± 0,005a 0,226 ± 0,002a 
OW 0,251 ± 0,005a 0,233 ± 0,003a 0,246 ± 0,004b 
IV 0,244 ± 0,006a 0,240 ± 0,007a 0,252 ± 0,003b 
V 0,237 ± 0,005a 0,237 ± 0,006a 0,259 ± 0,002b 
VIII 0,241 ± 0,008a 0,231 ± 0,003a 0,244 ± 0,001b 
Propilgalato 0,264 ± 0,008a 0,251 ± 0,005a 0,246 ± 0,007b 
Los valores de cada columna que presentan el mismo superíndice no fueron significativamente 
diferentes (p < 0,01). 
 
La Tabla 3.5 recoge los porcentajes de inhibición alcanzados con 100 ppm de las 
distintas fracciones de bagazo de uva y de propilgalato, sobre la formación de 
peróxidos, dienos conjugados y aldehídos, en el músculo picado. Los compuestos 
fenólicos empleados, en general resultaron más eficientes inhibiendo la formación de 
los peróxidos que la generación de los aldehídos. Es destacable que los sistemas con las 
fracciones de bagazo contenían un 65-70 % menos de peróxidos que los controles, 
después de 67 días de almacenamiento. Sin embargo, las fracciones de bagazo 
inhibieron la formación de los aldehídos entre un 40 y un 58 %. El propilgalato fue el 
compuesto fenólico más activo en la inhibición de los peróxidos y de los aldehídos, 
inhibiendo el 86 % de los peróxidos, a día 67, y el 60 % de los aldehídos a día 83. La 
fracción VIII, formada por las procianidinas de mayor tamaño y galoización, fue la 
fracción de bagazo menos eficaz inhibiendo la formación de los aldehídos, de acuerdo 
con la menor inhibición de los peróxidos a día 39. Las procianidinas de tamaño y 
galoización media (IV) y los monómeros de catequinas (V), mostraron la mayor 
efectividad impidiendo la formación de los peróxidos y la generación de los aldehídos. 
El extracto total (OW) también originó una elevada actividad en la inhibición de los 
aldehídos.  
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Tabla 3.5. Inhibición originada por 100 ppm de las fracciones del bagazo, o de propilgalato, sobre 
los hidroperóxidos, dienos conjugados y aldehídos en músculo picado de caballa durante su 
almacenamiento a -10 ºC. 
 Inhibición (%) 
 Peróxidos Dienos conjugados Aldehídos 
Sistema Día 39 Día 67 Día 53 Día 83 Día 39 Día 83 
Control 0,0 ± 0,1a 0,5 ± 1,1a 0,0 ± 0,4 a 0,0 ± 0,1a 0,6 ± 0,4 a 0,0 ±0,6 a 
OW 70,7 ± 7,2b 70,4 ± 3,3b 51,6 ± 4,3b 13,8 ± 6,0b 39,0 ± 4,5b 54,2 ± 1,9c 
IV 85,2 ± 5,1bc 66,2 ± 4,3b 86,6 ± 4,2c 28,5 ± 9,5bc 45,0 ± 4,2b 52,6 ± 2,9c 
V 89,7 ± 2,9c 71,3 ± 8,3b 92,8 ± 9,3c 65,5 ± 8,4d 47,3 ± 6,0b 57,9 ± 4,9c 
VIII 69,7 ± 1,9b 68,2 ± 0,1b 90,3 ± 3,8c 35,8 ± 7,4c 40,1 ± 6,9b 40,0 ± 1,4b 
Propilgalato 83,9 ± 0,5bc 86,5 ± 3,7c 64,0 ± 9,7b 38,8 ± 6,3c 60,4 ± 1,0c 60,3 ± 5,0c 
Los valores de cada columna que presentan el mismo superíndice no fueron significativamente 
diferentes (p < 0,01).  
 
Dadas las actividades antioxidantes de las fracciones polifenólicas del bagazo, y 
considerando las mejores características funcionales de las procianidinas frente a los 
monómeros de catequina, en la inducción de apoptosis en tejidos tumorales (Matito y col., 
2003) y en la prevención de enfermedades cardiovasculares, se seleccionaron las 
procianidinas IV para la aplicación antioxidante en filetes de pescado. 
 
3.2.2. Inhibición de la pérdida del sistema antioxidante endógeno en el músculo 
picado. 
 
Se investigó un posible efecto inhibidor de los polifenoles del bagazo sobre la 
degradación de los compuestos endógenos fundamentales en el mecanismo antioxidante 
del músculo de pescado. En concreto se estudió el efecto del extracto total OW y de la 
fracción IV, sobre los niveles de α-tocoferol, ubiquinona y glutationa, durante el 
almacenamiento del músculo picado de caballa a -10 ºC. La actividad de los polifenoles 
del bagazo se comparó con muestras control no tratadas y con muestras tratadas con 
propilgalato. El efecto de los fenoles sobre el sistema antioxidante endógeno del 
músculo, se investigó paralelamente al estudio de la inhibición de la rancidez, cuyos 
resultados se mostraron en la sección anterior.  
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La Figura 3.9A muestra la evolución del α-tocoferol en los controles y en el 
músculo tratado con 100 ppm de OW, fracción IV y propilgalato. Los controles 
sufrieron una fuerte disminución de los niveles de α-tocoferol entre los días 25 y 33. La 
incorporación de los polifenoles del bagazo y el propilgalato resultó eficaz inhibiendo la 
descomposición del α-tocoferol endógeno del músculo. El músculo de pescado tratado 
con los compuestos fenólicos presentó un descenso de los niveles de tocoferol a partir 
del día 25. Sin embargo, los fenoles añadidos inhibieron de manera importante la 
velocidad de consumo del tocoferol.  
 
El tocoferol se preservó más eficazmente en presencia de propilgalato, que en los 
sistemas tratados con los polifenoles del bagazo. Entre el extracto total y las 
procianidinas IV, no se observaron diferencias significativas en la preservación del α-
tocoferol endógeno. En el músculo con la fracción IV, se observó un aumento del valor 
medio de tocoferol entre los días 53 y 66, para descender de nuevo a día 83. Después de 
83 días de almacenamiento a -10 ºC, las muestras con OW, IV y propilgalato, 
mantenían el 30, 39 y 55 % del tocoferol inicial, respectivamente. 
 
La ubiquinona no se consumió tan enérgicamente como el α-tocoferol (Figura 
3.9B). Las muestras control presentaron más de un 70 % de los niveles iniciales de 
ubiquinona después de 83 días de almacenamiento. Además, su cinética de degradación 
mostró numerosas fluctuaciones en los diferentes sistemas de músculo picado. En los 
controles, se observó una primera disminución significativa de la concentración de 
ubiquinona entre los días 25 y 33, coincidiendo con la drástica caída de los niveles de 
tocoferol. Los polifenoles de bagazo y el propilgalato fueron capaces de inhibir este 
descenso. La concentración de ubiquinona en los controles, disminuyó de nuevo a partir 
del día 55. OW, IV y el propilgalato no fueron muy efectivos inhibiendo el consumo de 
ubiquinona en esta última etapa del experimento. De este modo, a día 83, los controles y 
las muestras tratadas con fenoles no mostraron diferencias significativas en el contenido 
de ubiquinona.  
 
La forma más reducida de la ubiquinona, el ubiquinol, no se detectó en el músculo 
blanco de caballa. Este resultado está en concordancia con Petillo y col. (1998) que 
indicaron que el ubiquinol está presente en reducidas concentraciones en el músculo 
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blanco. Los autores encontraron una concentración de 16,4 ± 5,2 µg ubiquinol/g grasa, 
mediante el análisis de HPLC con detección fluorimétrica. 
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Figura 3.9. Niveles de α-tocoferol (A) y ubiquinona (B) en músculo picado de caballa, tratado con 
100 ppm de polifenoles del bagazo, o de propilgalato, durante su almacenamiento a -10 ºC.  
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La glutationa total se consumió rápidamente en el músculo control y en el músculo 
tratado con los compuestos fenólicos, durante los primeros 20 días de almacenamiento 
en congelado, produciéndose una reducción del 40-50 % con respecto a los valores 
iniciales (Figura 3.10). Después de este período, las muestras con las fracciones de 
bagazo y propilgalato, mostraron mayores valores de glutationa que las muestras 
control. El músculo con el extracto total OW, la fracción IV o el propilgalato, mantenía 
aproximadamente el 40 % de la glutationa original después de 83 días, frente al 24 % 
mantenido en los controles. No se apreciaron diferencias significativas en la actividad 
de los distintos compuestos fenólicos. 
 
5
10
15
20
25
30
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tiempo (días)
µg
 g
lu
ta
tio
na
 to
ta
l/g
 m
ús
cu
lo
 a Control
OW
IV
Propilgalato
 
Figura 3.10. Niveles de glutationa total en músculo picado de caballa, tratado con 100 ppm de 
polifenoles del bagazo, o de propilgalato, durante su almacenamiento a -10 ºC.  
 
La Tabla 3.6 recoge la inhibición originada por la adición de 100 ppm de OW, IV o 
propilgalato, sobre la degradación del α-tocoferol, ubiquinona y glutationa. Los 
porcentajes de inhibición se calcularon en dos períodos de la fase de descomposición de 
los compuestos endógenos. A día 39, el extracto total OW y las procianidinas IV 
inhibieron en un 69 % la pérdida del α-tocoferol endógeno. El propilgalato resultó más 
eficaz que los polifenoles del bagazo en la inhibición de la degradación del tocoferol, 
impidiendo su consumo en un 85 %, a día 39. En el momento de finalizar el 
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experimento, después de 83 días, OW y IV mantenían una inhibición del 20-30 % sobre 
el consumo de tocoferol, mientras el propilgalato presentaba una inhibición cercana al 
50 %. 
 
En relación a la inhibición del consumo de la ubiquinona, las fracciones de bagazo y 
el propilgalato, mantuvieron un alto porcentaje de inhibición (70-98,6 %) después de 39 
días de almacenamiento en congelado. Pero, la efectividad inhibidora de estos 
compuestos fenólicos se redujo de manera importante en los períodos posteriores de 
almacenamiento en congelado. Después de 83 días, los compuestos fenólicos del bagazo 
y el propilgalato fueron poco efectivos. No se observaron diferencias significativas entre 
la actividad inhibitoria del extracto total OW, fracción IV y propilgalato (Tabla 3.6).  
 
Algo común al extracto total OW, la fracción IV y el propilgalato fue la reducida 
preservación de la glutationa (Tabla 3.6). Estos compuestos fenólicos inhibieron el 
consumo de glutationa, aunque con menor efectividad que en el caso del tocoferol y la 
ubiquinona. No se apreciaron diferencias en la actividad inhibidora de OW, IV y 
propilgalato, sobre los niveles de glutationa.  
 
Tabla 3.6. Inhibición originada por la adición de 100 ppm de las fracciones del bagazo, o de 
propilgalato, sobre el consumo de α-tocoferol, ubiquinona y glutationa total, en músculo picado de 
caballa durante su almacenamiento a -10 ºC. 
Inhibición (%) 
α-Tocoferol Ubiquinona Glutationa total  
Día 39 Día 83 Día 39 Día 83 Día 39 Día 83 
Control 1,0 ± 1,1a 0,5 ± 1,1a 0,6 ± 10,2 a 0,4 ± 6,9 a 0,2 ± 2,4a 0,4 ± 1,5a 
OW 68,8 ± 4,9b 19,2 ± 8,0b 76,4 ± 9,5b 10,2 ± 3,4ab 13,0 ± 5,4b 12,7 ± 6,0b 
IV 68,8 ± 2,9b 29,1 ± 6,0b 98,6 ± 17,2b 17,4 ± 6,3b 16,2 ± 3,2b 16,9 ± 8,5b 
Propilgalato 85,7 ± 8,5c 49,4 ± 2,8c 69,3 ± 12,1b 6,6 ± 5,3ab 17,8 ± 4,7b 18,3 ± 7,4b
Los valores de cada columna que presentan el mismo superíndice no fueron significativamente 
diferentes (p < 0,01). 
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3.2.3. Correlaciones entre el consumo de los antioxidantes endógenos y el 
desarrollo de la oxidación lipídica en el músculo picado. 
 
Los resultados anteriores evidenciaron que los tratamientos antioxidantes con 
fenoles inhibieron la oxidación lipídica y la degradación de algunos de los compuestos 
antioxidantes endógenos. La Tabla 3.7 recoge la matriz de correlaciones de los 
antioxidantes endógenos y los parámetros de oxidación, obtenida al considerar todas las 
muestras tratadas con fenoles y los controles. Se calcularon los coeficientes de Pearson, 
que son coeficientes lineales de correlación, entre las velocidades de consumo de los 
antioxidantes endógenos y los valores de los productos de oxidación de los lípidos, 
durante las etapas de mayor consumo de los antioxidantes endógenos. 
 
Tabla 3.7. Matriz de correlaciones del consumo de antioxidantes endógenos y de las medidas de la 
oxidación lipídica, en el músculo picado de caballa durante su almacenamiento a -10 ºC. 
 α-Toco Ubi Glutationa Peróxidos Dienos Aldehídos Fluorescencia 
α-Tocoferol 1,00 0,91 0,60 1,00* 0,75 0,98* 0,82 
Ubiquinona  1,00 0,80 0,94 0,78 0,82 0,57 
Glutationa   1,00 0,67 0,92 0,57 0,47 
Peróxidos    1,00 0,79 0,96* 0,79 
Dienos     1,00 0,79 0,92 
Aldehídos      1,00 -0,69 
Fluorescencia       1,00 
*Las correlaciones resultaron significativas con p < 0,05. 
 
La velocidad de descomposición del α-tocoferol mostró una elevada relación con el 
aumento de los niveles de hidroperóxidos y aldehídos, durante el mantenimiento en 
congelado del músculo picado (p < 0,05). Contrariamente, no se observó correlación 
entre la descomposición del α-tocoferol y las medidas de dienos y fluorescencia (Tabla 
3.7). Este resultado puede explicarse por las continuas oscilaciones de las valores de 
dienos, y por el descenso de la fluorescencia durante la propagación de la oxidación. La 
pérdida de ubiquinona y glutationa, no se correlacionó con ninguno de los parámetros 
indicativos de la oxidación. Además, no se observaron correlaciones significativas entre 
las cinéticas de degradación de los antioxidantes endógenos.  
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En lo que se refiere a la relación entre los productos de oxidación lipídica, los 
peróxidos y los aldehídos mostraron una correlación significativa. La formación de 
dienos conjugados y compuestos fluorescentes de interacción no mostraron 
correlaciones significativas (p < 0,05).  
 
3.3. EFECTO DE LOS POLIFENOLES DEL BAGAZO EN LA 
ESTABILIZACIÓN OXIDATIVA DE LOS FILETES DE JUREL 
ALMACENADOS EN CONGELADO. 
 
3.3.1. Efecto de los tratamientos control en el balance endógeno 
antioxidante/prooxidante. 
 
Se evaluó la pérdida de los pigmentos hemo, sustancias prooxidantes muy 
abundantes en los músculos de jurel y caballa, en la etapa de lavado de los filetes. 
Además, también se investigaron posibles pérdidas de los niveles de la glutationa, 
antioxidante endógeno de carácter hidrofílico, en los tratamientos de pulverizado, 
glaseado y lavado+pulverizado.  
 
El músculo blanco de los filetes de jurel presentó 7,6 ± 2,1 µmoles de pigmentos 
hemo por Kg de músculo, expresados como hemoglobina. La etapa de lavado eliminó 
del músculo blanco 0,5 ± 0,02 µmoles de pigmentos hemo por Kg de músculo. Con 
respecto a los niveles de glutationa total, no se observó un descenso significativo por la 
aplicación de los procesos de pulverizado, glaseado y lavado+pulverizado. Así, la 
glutationa inicial en los filetes secos y en los filetes lavados+pulverizados fue de 24,7 ± 
0,7 y 24,3 ± 1,0, respectivamente. Por tanto, los datos parecen indicar que el tratamiento 
de lavado mejoró ligeramente el balance endógeno antioxidante/prooxidante debido a la 
eliminación de cierta proporción de hemoproteínas. Los tratamientos de pulverizado y 
glaseado no parecen alterar dicho balance endógeno. 
 
El músculo blanco de los filetes secos presentó un contenido en agua del 78,1 ± 0,8 
%. Los tratamientos de pulverizado, glaseado y lavado+pulverizado no aumentaron 
significativamente el contenido en agua del músculo blanco (p < 0,01). 
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3.3.2. Inhibición de la rancidez de los filetes. 
 
3.3.2.1. Efecto de los tratamientos control en la inhibición de la oxidación 
lipídica. 
 
El desarrollo de la oxidación lipídica en los filetes control se estudió mediante la 
percepción organoléptica de los aromas rancios en los filetes y mediante el seguimiento 
del valor de peróxidos e índice de TBA del músculo blanco. Se comparó la estabilidad 
oxidativa de los filetes que no fueron sometidos a tratamiento, también denominados 
filetes secos o controles primarios, y de los filetes control correspondientes al 
tratamiento de pulverizado, glaseado y lavado+pulverizado, en los que se aplicó agua en 
lugar de la disolución fenólica acuosa. 
 
El contenido graso del músculo blanco de los filetes osciló entre el 0,7 y el 4,2 %. 
Esta amplia variación en el contenido graso fue atribuida a las diferencias entre 
individuos. El contenido graso medio de los filetes fue del 1,9 ± 0,9 %.  
 
En relación al desarrollo de la oxidación, los aromas rancios se detectaron durante la 
semana 3 en todos los filetes control, excepto en los filetes glaseados, en los cuales se 
percibió la rancidez en la semana 5 (Tabla 3.8). En la semana 5, se observó menor 
intensidad magnitud de aromas rancios en los filetes glaseados y en los lavados, que en 
los filetes secos o pulverizados. 
 
Tabla 3.8. Análisis sensorial de los aromas de los filetes control durante su almacenamiento en 
congelado a -10 ºC. 
 Análisis sensorial*
  Semana     Secos Pulverizados Glaseados Lavados+pulverizados 
0 E E E E
1 E E E E
3 B B A B
5 C C B B
7 C C C C
10 C C C C
13 C C C C
17 C C C C
*Los aromas se clasificaron en: E (olor a fresco); A (sin olor a fresco); B (olor rancio incipiente); C 
(olor rancio intenso).  
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Los filetes secos y los filetes control pulverizados presentaron una cantidad 
comparable de peróxidos y aldehídos durante las primeras 10 semanas de 
almacenamiento a -10 ºC (Figura 3.11). En ambos controles los períodos de inducción 
de la formación de peróxidos y aldehídos fueron aproximadamente de 1 semana (Tabla 
3.9). A partir de la semana 10, los filetes secos obtuvieron mayores valores de peróxidos 
y aldehídos que los filetes pulverizados (Figura 3.11). El lavado de los filetes, anterior 
a la pulverización, no retrasó el período de inducción de la formación de los peróxidos 
(Tabla 3.9). Sin embargo, la etapa de lavado fue efectiva aumentando el período de 
inducción de los aldehídos de 1 a 3-4 semanas y reduciendo la velocidad de formación 
de los peróxidos y los aldehídos entre las semanas 3 y 10. 
 
El glaseado fue el único tratamiento efectivo retrasando el desarrollo de los 
peróxidos en las primeras semanas, al extender el período de inducción hasta la semana 
2-3 (Tabla 3.9). Asimismo, el glaseado de los filetes retrasó la formación de los 
aldehídos hasta la semana 3-4. Transcurridos los períodos de inducción, se observó una 
rápida formación de los peróxidos y aldehídos en los filetes glaseados, hasta alcanzar 
los niveles de los filetes secos y pulverizados. 
 
Tabla 3.9. Períodos de inducción de la formación de peróxidos y aldehídos en los filetes control 
durante su almacenamiento en congelado a -10 ºC. 
Períodos de inducción (Semanas)Controles 
Peróxidos Aldehídos
Secos 1,0 ± 0,5a 1,0 ± 0,0a
Pulverizados 1,0 ± 0,0a 1,3 ± 0,6a
Glaseados 2,7 ± 0,6b 3,7 ± 1,2b
Lavados+pulverizados 1,0 ± 0,0a 3,7 ± 1,2b
Los valores de cada columna que presentan el mismo superíndice no fueron significativamente 
diferentes (p < 0,01).  
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Figura 3.11. Formación de peróxidos (A) y aldehídos (B) en los filetes control, durante su 
almacenamiento en congelado a -10 ºC. 
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El ácido graso 22:6 ω3 (DHA) fue el PUFA más abundante en el músculo blanco de 
los filetes, con un contenido medio de 0,50 ± 0,09 mg/mg grasa. No se observó una 
disminución significativa de los niveles de este ácido graso, o de otros PUFAs, durante 
el almacenamiento a -10 ºC de los controles primarios y secundarios. La Figura 3.12 
muestra los niveles medios del DHA en los controles primarios durante su 
almacenamiento en congelado. 
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Figura 3.12. Niveles del ácido graso 22:6 ω-3 en los filetes secos de jurel durante su almacenamiento 
en congelado a -10 ºC. 
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3.3.2.2. Efecto de la adición de la fracción IV del bagazo en la inhibición de la 
oxidación lipídica. 
 
Se testó la actividad antioxidante de las procianidinas IV en los filetes de jurel, 
debido a su elevada efectividad antioxidante en el experimento de músculo picado y a 
estudios previos que indicaron buenas propiedades funcionales de las procianidinas de 
las uvas, en la muerte programada de las células tumorales y en la prevención de 
patologías cardiovasculares. 
  
La actividad de la fracción IV del bagazo se estudió con los tres tratamientos que 
aparecen descritos en la parte experimental de este capítulo. También, se estudió la 
actividad antioxidante del propilgalato (PG) con estos tres procedimientos de adición. 
La concentración final de los compuestos fenólicos en los filetes, fue aproximadamente 
de 100 ppm (p/p). 
 
La extensión de la oxidación lipídica se determinó mediante el análisis sensorial de 
los aromas rancios de los filetes, y mediante el estudio de la formación de los 
hidroperóxidos y los aldehídos, en el músculo blanco del filete. El contenido total de 
grasa del músculo blanco osciló en el rango 0,7 y el 4,4 %. El contenido graso medio 
fue del 2,0 ± 0,8 %.  
 
Las Figura 3.13 muestran las cinéticas de formación de los hidroperóxidos y los 
aldehídos en los filetes tratados con la fracción IV. Comparando los niveles de los 
productos de oxidación de los filetes control, mostrados en la sección anterior, y los 
niveles alcanzados en los filetes tratados con la fracción IV, se puede concluir que la 
adición de las procianidinas en la pulverización o en el glaseado, presentó un efecto 
positivo retrasando la aparición de los olores rancios (Tabla 3.10) y extendiendo los 
períodos de inducción de los peróxidos y los aldehídos (Tabla 3.11). La incorporación 
de las procianidinas mediante la pulverización originó mayor actividad antioxidante que 
su incorporación en el glaseado. De este modo, la aplicación de IV mediante 
pulverización retrasó la aparición de los olores rancios de la semana 3 a la 13 (Tablas 
3.8 y 3.10). Sin embargo, la incorporación de las procianidinas en el glaseado sólo 
incrementó el período de inducción de la rancidez de la semana 5 a la semana 10 
(Tablas 3.8 y 3.10). Los períodos de inducción de la formación de peróxidos y 
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aldehídos también se extendieron en mayor cuantía en los filetes con las procianidinas 
pulverizadas, que en los filetes con las procianidinas en la capa de glaseado (Tablas 3.9 
y 3.11).  
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Figura 3.13. Formación de peróxidos (A) y aldehídos (B) en los filetes de jurel tratados con 100 ppm 
de la fracción IV del bagazo, durante su almacenamiento en congelado a -10 ºC. 
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Tabla 3.10. Análisis sensorial del olor en filetes de jurel tratados con 100 ppm de la fracción IV del 
bagazo, o de propilgalato, durante su almacenamiento en congelado a -10 ºC. 
                                             Análisis sensorial*
          Pulverizados        Glaseados Lavados+pulverizados 
Semana         IV         PG      IV       PG       IV       PG 
     0 E E E E E E 
     1 E E E E E E 
     3 A E A A E E 
     5 A A A A A E 
     7 A A A A A A 
     10 A A B A A A 
     13 B A B A A A 
     17 B A B B A A 
     21 C C A A 
*Los aromas se clasificaron en: E (olor a fresco); A (sin olor a fresco); B (olor rancio incipiente); C 
(olor rancio intenso).  
 
Tabla 3.11. Períodos de inducción de la formación de peróxidos y aldehídos en filetes de jurel 
tratados con 100 ppm de la fracción IV del bagazo, o de propilgalato, durante su almacenamiento en 
congelado a -10 ºC.  
 Períodos de inducción (Semanas)
            Pulverizados            Glaseados  Lavados+pulverizados 
        IV       PG     IV     PG     IV       PG 
Peróxidos  7,0 ± 1,0a 10,0 ± 0,0b 5,7 ± 2,3a  7,7 ± 2,1b 13,0 ± 0,0c 13,0 ± 0,0c 
Aldehídos 11,3 ± 0,6a 11,0 ± 1,7a 9,0 ± 1,7a 11,0 ± 1,7a   ≥ 21c 14,3 ± 1,3b 
Los valores de cada fila que presentan el mismo superíndice no fueron significativamente diferentes 
(p < 0,01).  
 
El lavado de los filetes, previo a la pulverización de la procianidinas, mejoró 
significativamente la efectividad alcanzada por los filetes pulverizados IV (Figura 
3.13). El tratamiento lavado+pulverizado IV retrasó la formación de los peróxidos y 
aldehídos, aumentando los períodos inducción con respecto a los filetes pulverizados IV 
(Tabla 3.11). La etapa de lavado de los filetes también fue efectiva inhibiendo los 
olores rancios, puesto que con el tratamiento pulverizado IV los aromas rancios se 
detectaron en la semana 13, mientras que en los filetes lavados+pulverizados IV no se 
percibieron aromas rancios después de 21 semanas de almacenamiento a -10 ºC (Tabla 
3.10). 
 
La incorporación del propilgalato (PG) con los tres procedimientos empleados, 
también resultó efectiva para aumentar la estabilidad oxidativa de los filetes durante el 
almacenamiento en congelado. Los sistemas pulverizados PG, glaseados PG y 
lavados+pulverizados PG mostraron unas cinéticas de formación de peróxidos y 
aldehídos, más lentas que sus correspondientes filetes control (Figuras 3.11 y 3.14). De 
acuerdo con los datos de peróxidos y aldehídos, la percepción organoléptica de la 
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rancidez también se inhibió con la incorporaron de PG mediante los diferentes 
tratamientos (Tabla 3.10).  
 
Al igual que en el caso de las procianidinas IV, la adición directa del propilgalato 
sobre el filete fue más eficaz inhibiendo la oxidación lipídica, que su aplicación en la 
capa de glaseado (Figura 3.14). El lavado previo del filete con agua y la pulverización 
del PG, fue el tratamiento con PG más efectivo inhibiendo la oxidación, coincidiendo  
con los resultados obtenidos para la fracción IV. Los aromas rancios se detectaron en 
los filetes pulverizados PG y glaseados PG después de 17 y 21 semanas, 
respectivamente, mientras que los filetes lavados+pulverizados PG no mostraron olores 
rancios durante las 21 semanas de conservación a -10 ºC (Tabla 3.10). Asimismo, los 
filetes lavados+pulverizados PG mostraron los períodos de inducción de peróxidos y 
aldehídos más prolongados (Tabla 3.11). 
 
A la vista de los resultados obtenidos, pudo apreciarse que la combinación de la 
etapa de lavado de los filetes y de la pulverización de las procianidinas IV, mejoró muy 
significativamente la inhibición de la oxidación alcanzada por las procianidinas. De 
hecho, la aplicación conjunta del lavado y de la pulverización de la fracción IV, originó 
un sinergismo en la inhibición de la formación de los peróxidos, aldehídos y olores 
rancios (Tabla 3.12). Los filetes lavados+pulverizados IV presentaron un sinergismo 
ligeramente superior al 60 % en la inhibición de los peróxidos, y de al menos un 60 %, 
en la inhibición de la aparición de los aldehídos, ya que el período de inducción de los 
aldehídos no fue detectado en las 21 semanas de experimento. En la inhibición de la 
aparición de los olores rancios se produjo un sinergismo mayor, o igual, al 31 %. La 
aplicación del lavado a los filetes, conjuntamente con la pulverización del propilgalato, 
mostró un sinergismo del 15 % en la inhibición de la formación de los peróxidos, pero 
no se detectó una sinergia en la inhibición de los aldehídos. Tampoco se observaron 
efectos sinérgicos en la inhibición de los aromas rancios, aunque esto no puede 
descartarse ya que los olores rancios no se habían detecto en los filetes sometidos a 
lavado+pulverizado PG durante todo el experimento. 
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Figura 3.14. Formación de peróxidos (A) y aldehídos (B) en los filetes de jurel tratados con 100 ppm 
de propilgalato, durante su almacenamiento en congelado a -10 ºC. 
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Tabla 3.12. Sinergismo entre la combinación de un lavado previo de los filetes de jurel y la pulverización de 
100 ppm de la fracción IV del bagazo, o de propilgalato, en la inhibición de los peróxidos, aldehídos y aromas 
rancios de los filetes durante su almacenamiento en congelado, a -10 ºC. 
 Sinergismo (%) 
             IV Propilgalato 
Peróxidos 62,5 15,0 
Aldehídos ≥ 61,5 -2,7 
Aromas rancios ≥ 31,2 ≥ -10,5 
 
Los resultados expuestos en esta sección demostraron que la incorporación de la 
fracción IV, o del PG, redujo la susceptibilidad oxidativa de los filetes, puesto que 
presentaron menores productos de oxidación que los correspondientes controles 
secundarios. Con el objetivo de comparar las eficacias antioxidantes de todos los 
tratamientos con compuestos fenólicos, se calcularon los porcentajes de inhibición sobre 
la formación de peróxidos y aldehídos, para los diferentes tratamientos antioxidantes 
con la fracción IV y PG (Tabla 3.13). Los porcentajes de inhibición se calcularon con 
respecto a los controles primarios. Los porcentajes de inhibición confirmaron los 
resultados relativos a los períodos de inducción y a las cinéticas de formación. Para 
ambos compuestos fenólicos, fracción IV y propilgalato, su aplicación en un 
tratamiento de lavado+pulverizado proporcionó los mejores resultados inhibiendo la 
formación de los productos de oxidación, seguidos de los filetes pulverizados. La 
incorporación de los fenoles en el glaseado fue el tratamiento menos efectivo para 
inhibir la oxidación. 
 
Tabla 3.13. Inhibición de la formación de peróxidos y aldehídos en filetes de jurel, tratados con 100 ppm 
de la fracción IV del bagazo, o de propilgalato, durante su almacenamiento en congelado a -10 ºC.  
 Inhibición (%) 
 Peróxidos Aldehídos 
Sistema Semana 10 Senama 13 Semana 17 Semana 13 Semana 17 Semana 21 
Secos 1,0 ± 2,0a 0,9 ± 2,5a 0,0 ± 2,5a 3,0 ± 1,0a 0,2 ± 0,4a 0,0 ± 0,0a
Pulverizados IV 30,9 ± 11,7b 81,6 ± 7,5de 48,9 ± 5,7b 76,7 ± 4,8c 29,8 ± 10,0b 63,1 ± 7,0b
Pulverizados PG 93,0 ± 2,3d 73,9 ± 10,2cd 81,9 ± 14,8c 82,3 ± 2,8c 64,9 ± 7,0c 68,6 ± 3,1b
Glaseados IV 23,7 ± 1,3b 65,7 ± 5,2c 44,9 ± 10,5b 45,6 ± 9,5b 61,1 ± 9,3c  
Glaseados PG 59,8 ± 5,0c 47,8 ± 6,3b 78,6 ± 8,0c 76,0 ± 8,0c 70,9 ± 8,5c  
Lavados+pulverizados IV 85,4 ± 6,1d 90,0 ± 2,3ef 73,7 ± 7,7c 85,5 ± 3,6c 57,6 ± 10,8c 79,3 ± 9,0b
Lavados+pulverizados PG 85,5 ± 7,6d 95,7 ± 2,5f 65,7 ± 8,1c 97,6 ± 2,6d 61,8 ± 8,6c 61,2 ± 10,0b
Los valores de cada columna que presentan el mismo superíndice no fueron significativamente diferentes 
(p < 0,01). 
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3.3.3. Inhibición de la pérdida del sistema antioxidante endógeno en los filetes. 
 
3.3.3.1. Efecto de los tratamientos control en la inhibición de la pérdida del 
sistema antioxidante endógeno. 
 
Se determinó la evolución de los niveles de los compuestos endógenos: α-tocoferol, 
ubiquinona y glutationa total, en los filetes control durante el almacenamiento -10 ºC.  
 
El α-tocoferol se consumió rápidamente en filetes secos, con una cinética muy 
similar a la de los filetes pulverizados (Figura 3.15A). Así, los controles del 
pulverizado mostraron unos bajos niveles de tocoferol en la semana 3, comparables a 
los exhibidos en los filetes secos. El consumo de α-tocoferol se frenó en los controles 
correspondientes al glaseado y al lavado+pulverizado durante los primeros estadios, 
como muestran los valores de tocoferol de la semana 3. A partir de la semana 5, todos 
los filetes control presentaron unas reducidas concentraciones de α-tocoferol.  
 
Los niveles de ubiquinona mostraron numerosas oscilaciones, lo cual dificultó la 
interpretación de los resultados. No se apreciaron diferencias significativas en los 
niveles de ubiquinona de los diferentes filetes control (Figura 3.15B). La ubiquinona se 
mantuvo entorno a sus concentraciones iniciales hasta aproximadamente la semana 7 y 
entre las semanas 7 y 10, se observó una disminución de los niveles de ubiquinona en 
todos los sistemas control. Al final del experimento, después de 17 semanas, los filetes 
control todavía contenían más del 50 % de la concentración inicial de ubiquinona.  
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Figura 3.15. Niveles de α-tocoferol (A) y ubiquinona (B) en los filetes control durante su 
almacenamiento en congelado a -10 ºC. 
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En lo que respecta a la glutationa total, se constató una profunda disminución de los 
niveles en las 5-7 primeras semanas, reduciéndose un 50-60 % (Figura 3.16). La 
glutationa se mantuvo entorno a los 9-13 µg/g músculo durante los meses posteriores. 
Los filetes control correspondientes al glaseado y al lavado+pulverizado, mostraron 
unas cinéticas más lentas para la descomposición de la glutationa total, como indican 
los datos correspondientes a las semanas 3 y 5. El pulverizado por sí sólo, no afectó a la 
estabilidad de la glutationa, pues se consumió de modo semejante en los filetes 
pulverizados y secos.  
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Figura 3.16. Niveles de glutationa total en los filetes control durante su almacenamiento en 
congelado a - 10 ºC. 
 
3.3.3.2. Efecto de la adición de la fracción IV del bagazo en la inhibición de la 
pérdida del sistema antioxidante endógeno. 
 
Se estudió el efecto de los tratamientos antioxidantes que emplearon la fracción IV 
del bagazo, o el propilgalato, sobre los niveles de α-tocoferol, ubiquinona y glutationa 
de los filetes, durante su almacenamiento en congelado a -10 ºC.  
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En relación a los tratamientos con las procianidinas del bagazo, los filetes 
pulverizados IV y los lavados+pulverizados IV mantuvieron mejor los niveles de α-
tocoferol, durante las primeras semanas, que los filetes glaseados IV (Figura 3.17A). 
La aplicación de las procianidinas IV en la película de glaseado originó una reducción 
progresiva de tocoferol desde el comienzo del almacenamiento en congelado. La 
reducción del α-tocoferol en los filetes glaseados IV, fue significativa entre las semanas 
1 y 3 (p < 0,01). En los filetes pulverizados IV, el tocoferol descendió 
significativamente entre las semanas 3 y 5, alcanzando los niveles de tocoferol de los 
filetes glaseados IV. A partir de la semana 5, los niveles de tocoferol de los filetes 
pulverizados IV y glaseados IV descendieron de forma similar, exceptuando entre las 
semanas 10 y 13, cuando se observó un aumento significativo de los niveles de 
tocoferol en los filetes pulverizados IV. Después de 17 semanas, los filetes pulverizados 
IV y glaseados IV mantenían menos de un 10 % de la concentración de tocoferol 
inicial. 
 
El lavado de los filetes y la posterior pulverización de la fracción IV, resultó la 
mejor tratamiento para preservar los niveles de α-tocoferol mediante el empleo de las 
procianidinas (Figura 3.17A). Los niveles de tocoferol disminuyeron 
significativamente a partir de la semana 3, pero la velocidad de pérdida del tocoferol fue 
muy inferior a la observada en los filetes pulverizados IV. En los filetes 
lavados+pulverizados IV se mantenía más del 40 % del tocoferol original después de 17 
semanas de almacenamiento a -10 ºC. 
 
Los niveles de ubiquinona mostraron fluctuaciones entorno a los valores iniciales en 
todos los filetes tratados con IV, durante las primeras 7 semanas (Figura 3.17B). Entre 
las semanas 7 y 10 se observó una reducción significativa de las concentraciones de 
ubiquinona en todos los tratamientos con la fracción IV. Después de 17 semanas, los 
niveles de ubiquinona se mantenían similares en los tres tratamientos de procianidinas, 
conteniendo un 60-75 % de la ubiquinona inicial. Por tanto, no parecen existir 
diferencias importantes en el comportamiento de la ubiquinona, según se aplique al 
filete un tratamiento de pulverizado, glaseado o lavado+pulverizado con la fracción IV. 
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Figura 3.17. Niveles de α-tocoferol (A) y ubiquinona (B) en filetes de jurel tratados con 100 ppm de 
la fracción IV del bagazo, durante su mantenimiento en congelación a -10 ºC. 
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En relación al mantenimiento de los niveles de glutationa, el lavado+pulverizado 
resultó el tratamiento más adecuado para incorporar las procianidinas de uva (Figura 
3.18). En los filetes pulverizados IV y glaseados IV, la glutationa se consumió desde el 
inicio del experimento, alcanzando un valor de 15 µg glutationa por g músculo en la 
semana 5. Los filetes lavados+pulverizados IV mantuvieron la glutationa en los valores 
iniciales durante las primeras 3 semanas, cuando comenzó a consumirse con una 
cinética más lenta que la exhibida en los filetes pulverizados o glaseados con IV. En los 
filetes lavados+pulverizados IV, la glutationa descendió hasta niveles de 15 µg/g 
músculo después de 13 semanas. Al finalizar del experimento, después de 17 semanas, 
todos los filetes mostraron niveles comparables de glutationa y mantenían un 45-60 % 
de la glutationa original del filete.  
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Figura 3.18. Niveles de glutationa total en los filetes de jurel, tratados con 100 ppm de la fracción IV 
del bagazo, durante su almacenamiento congelado a -10 ºC. 
 
El α-tocoferol se comportó de modo similar en los filetes tratados con los tres 
procedimientos que emplearon el propilgalato: pulverizado PG, glaseado PG y 
lavado+pulverizado PG (Figura 3.19A). Los niveles de tocoferol se mantuvieron 
aproximadamente constantes hasta la semana 7. A partir de este momento comenzaron a 
disminuir gradualmente los niveles de tocoferol hasta el final del experimento, con una 
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velocidad de pérdida del tocoferol similar en los tres tipos de filetes. Después de 17 
semanas de almacenamiento en congelado, los filetes con PG mantenían un 40 % del 
tocoferol original.  
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Figura 3.19. Niveles de α-tocoferol (A) y ubiquinona (B) en los filetes de jurel tratados con 100 ppm 
de propilgalato, durante su almacenamiento en congelado a -10 ºC. 
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Los filetes con propilgalato mantuvieron la ubiquinona en sus niveles iniciales, o 
incluso superiores, durante las primeras 7 semanas de almacenamiento en congelado 
(Figura 3.19B). Después, entre las semanas 7 y 10, se produjo un consumo de la 
ubiquinona en los filetes glaseados PG y lavados+pulverizados PG. El descenso en los 
filetes pulverizados PG se observó entre las semanas 10 y 13. En las semanas 
posteriores, los niveles de ubiquinona se mantuvieron aproximadamente constantes y 
similares, en los tres sistemas. Después de 17 semanas de almacenamiento, los filetes 
con propilgalato mantenían aproximadamente el 60 % de la ubiquinona original. 
 
Con respecto al efecto del PG en la glutationa total, no se observaron diferencias 
importantes entre los diferentes tratamientos (Figura 3.20). Los niveles de glutationa 
descendieron en dos etapas, mostrando una primera reducción entre las semanas 3 y 7. 
Los filetes tratados con PG perdieron nuevamente una fracción de glutationa entre las 
semanas 10 y 13. Después de 17 semanas de almacenamiento a -10 ºC, los filetes con 
propilgalato mantenían un 50-75 % de la glutationa original.  
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Figura 3.20. Niveles de glutationa total en los filetes de jurel, tratados con 100 ppm de propilgalato, 
durante su almacenamiento en congelado a -10 ºC. 
 
 
Capítulo 3: 3. Resultados. 
 - 182 -
La comparación de los niveles de antioxidantes endógenos en los filetes tratados con 
los antioxidantes fenólicos, con los niveles de los correspondientes controles 
secundarios (mostrados en la sección anterior), confirmó que la aplicación de las 
procianidinas IV y del PG, inhibió la pérdida del α-tocoferol y la glutationa total. Sin 
embargo, la aplicación de la fracción IV y del PG no fue efectiva inhibiendo el consumo 
de la ubiquinona, que resultó el compuesto endógeno más estable de los filetes control.  
 
La aplicación conjunta de la etapa de lavado de los filetes y de la pulverización de la 
fracción IV, mejoró eficazmente la estabilización del α-tocoferol y de la glutationa de 
los filetes. Este procedimiento combinado mostró un efecto sinérgico superior al 60 %, 
en la preservación del tocoferol (Tabla 3.14). La estabilidad de la glutationa total 
también aumentó sinérgicamente en los filetes lavados+pulverizados IV, con un 
sinergismo del 30 %. Sin embargo, en los filetes tratados con propligalato, la etapa 
previa de lavado de los filetes no mejoró sinérgicamente la estabilidad de los 
antioxidantes endógenos. 
 
Tabla 3.14. Sinergismo de la combinación del lavado previo de los filetes y la pulverización de la 
fracción IV, o del propilgalato, sobre la estabilización del α-tocoferol y la glutationa de los filetes, 
durante su almacenamiento en congelado a -10 ºC.  
 Sinergismo (%)
            IV    Propilgalato
α-Tocoferol 66,6 -19,0
Glutationa total 30,0 -31,0
 
 
Para comparar la eficacia inhibidora de los distintos tratamientos antioxidantes 
sobre la descomposición de los compuestos antioxidantes endógenos, se calcularon los 
correspondientes porcentajes de inhibición (Tabla 3.15). En general, todos los 
tratamientos antioxidantes fueron más efectivos inhibiendo la pérdida del α-tocoferol 
que la pérdida de la glutationa total. Los tratamientos pulverizados PG, glaseados PG, 
lavados+pulverizados PG y lavados+pulverizados IV fueron los más adecuados para la 
preservación de los niveles de α-tocoferol y glutationa. Los tratamientos con los 
compuestos fenólicos no presentaron una inhibición significativa de la descomposición 
de la ubiquinona, excepto en el caso de los filetes pulverizados PG en la semana 10.  
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Tabla 3.15. Inhibición del consumo de α-tocoferol, ubiquinona y glutationa total en los filetes 
tratados con 100 ppm de fracción IV, o propilgalato, durante su almacenamiento en congelado a -10 
ºC.  
Inhibición (%) 
α-Tocoferol Ubiquinona Glutationa total  
Semana 7 Semana 17 Semana 10 Semana 17 Semana 10 Semana 13 
Secos -1,3 ± 2,0a 0,3 ± 1,5a 0,4 ± 20,3a 1,3 ± 19,9a -1,2 ± 0,2a -0,2 ± 2,0a
Pulverizados IV 35,1 ± 5,0b 4,0 ± 3,0a 28,8 ± 15,5a 49,9 ± 29,7a 12,7 ± 8,0b 24,0 ± 8,6b
Pulverizados PG 85,6 ± 8,5d 41,1 ± 12,0b 99,0 ± 20,9b 42,8 ± 18,3a 46,7 ± 10,0cd 20,0 ± 7,7b
Glaseados IV 24,5 ± 4,9b 3,4 ± 6,5a 22,8 ± 16,1a 21,8 ± 10,9a 33,2 ± 8,9c 14,3 ± 4,1b
Glaseados PG 74,5 ± 6,3cd 37,4 ± 10,1b -1,8 ± 18,0a 17,7 ± 10,8a 56,9 ± 11,2d 28,5 ± 9,3b
Lavados+pulverizados IV 60,6 ± 8,9c 41,1 ± 6,9b 35,9 ± 17,9a 60,9 ± 42,0a 58,5 ± 10,8d 36,8 ± 23,8b
Lavados+pulverizados PG 94,0 ± 9,9d 43,3 ± 9,3b 19,1 ± 12,9a 15,1 ± 12,4a 68,4 ± 14,6d 12,5 ± 5,6b
Los valores de cada columna que presentan el mismo superíndice no fueron significativamente 
diferentes (p < 0,01). 
 
3.3.4. Correlación entre el consumo de los antioxidantes endógenos y el 
desarrollo de la oxidación lipídica en los filetes. 
 
Al igual que en el músculo picado, se investigó la posible relación entre la pérdida 
de los antioxidantes endógenos de los filetes de jurel y la propagación de la oxidación 
lipídica. Para ello se calcularon los coeficientes de Pearson, entre las velocidades de 
consumo de los antioxidantes endógenos y los valores de peróxidos, valores de 
aldehídos y el análisis sensorial, durante el período de mayor consumo de los 
antioxidantes endógenos en las muestras. En el análisis sensorial, se consideró el tiempo 
requerido para la aparición de los aromas rancios.  
 
La Tabla 3.16 recoge la matriz de correlaciones de los antioxidantes endógenos y 
los parámetros de oxidación. El consumo de α-tocoferol mostró una correlación positiva 
con los valores de peróxidos y aldehídos (p < 0,05), y una correlación negativa con la 
aparición de los aromas rancios, resultando mayor la correlación con los aldehídos y el 
análisis sensorial. Por tanto, la mayor velocidad de descomposición del α-tocofeol 
originó mayores valores de peróxicos y aldehídos, y un menor período de inducción 
para la aparición de los olores rancios. Además, la pérdida de tocoferol se correlacionó 
significativamente con el consumo de glutationa. La glutationa también mostró 
correlación con los peróxidos y aldehídos, aunque fue menor que la originada por el 
tocoferol. 
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La ubiquinona no se correlacionó con los parámetros del estado oxidativo, o con el 
descenso de tocoferol y glutationa. Los peróxidos, aldehídos y el análisis sensorial 
mostraron una correlación significativa, siendo más elevada la correspondencia entre el 
análisis sensorial y los aldehídos. 
 
Tabla 3.16. Matriz de correlaciones del consumo de antioxidantes endógenos, valor de peróxidos, 
aldehídos y análisis sensorial en los filetes de jurel durante su almacenamiento en congelado a -10 ºC. 
 Tocoferol Ubiquinona Glutationa Peróxidos Aldehídos Sensorial 
Tocoferol 1,00 0,45 0,79* 0,77* 0,93* -0,93* 
Ubiquinona  1,00 0,18 0,34 0,52 -0,70 
Glutationa   1,00 0,71* 0,75* -0,60 
Peróxidos    1,00 0,81* -0,72* 
Aldehídos     1,00 -0,94* 
Sensorial      1,00 
*Las correlaciones resultaron significativas con p < 0,05. 
 
3.4. OXIDACIÓN DEL α-TOCOFEROL ENDÓGENO EN EL MÚSCULO 
PICADO DE PESCADO DURANTE SU ALMACENAMIENTO EN 
REFRIGERADO Y CONGELADO. 
 
3.4.1. Identificación de los compuestos de oxidación del α-tocoferol. 
 
Con el objetivo de conocer la identidad de ciertos picos que aparecieron en los 
cromatogramas correspondientes al α-tocoferol y la ubiquinona, y que parecían 
correlacionarse con la degradación del tocoferol y la propagación de la oxidación en el 
músculo de pescado, se propuso su identificación por HPLC-MS. La Figura 3.21 
presenta el cromatograma de una muestra de músculo de pescado, en el que se distingue 
el tocoferol (TH) y los picos desconocidos, que se denominaron pico nº 1, pico nº 2 y 
pico nº 3. 
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Figura 3.21. Cromatograma obtenido en el HPLC-DAD-MS, con detección a 280 nm, de una 
muestra de músculo de pescado almacenado en congelado. En el cromatograma se detectó el α-
tocoferol endógeno (TH), la ubiquinona y los compuestos desconocidos 1, 2, y 3. 
 
La identificación de las especies que se generan durante la oxidación del músculo de 
pescado se logró mediante HPLC-MS, con ionización química a presión atmosférica 
(APCI) en modo positivo. En los espectros de masas de los picos se identificaron los 
iones moleculares y en la fragmentación por MS/MS de los iones moleculares se 
distinguieron algunos fragmentos diagnóstico que confirmaron la identificación. 
 
En las Figuras 3.22, 3.23, 3.24 y 3.25 se recogen los espectros de masas de TH, y 
de los picos desconocidos 1, 2, y 3, respectivamente.  
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Figura 3.22. Espectro de masas del α-tocoferol (TH), obtenido por HPLC-APCI(+)-MS. 
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Figura 3.23. Espectro de masas del pico nº 1, obtenido por HPLC-APCI(+)-MS.  
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Figura 3.24. Espectro de masas de pico nº 2, obtenido por HPLC-APCI(+)-MS. 
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Figura 3.25. Espectro de masas del pico nº 3, obtenido por HPLC-APCI(+)-MS. 
 
En los espectros de masas de TH se observó una pequeña proporción del ión [M + 
H]+, generado típicamente en APCI (Figura 3.22). Sin embargo, se obtuvieron elevadas 
intensidades para los iones con m/z 430 y m/z 429, de acuerdo con identificaciones 
previas del α-tocoferol por HPLC-APCI-MS (Lauridsen y col., 2001; Nagata y col., 2004). La 
especie de m/z 430, correspondiente al ión molecular, se forma fácilmente debido a la 
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elevada disponibilidad con la que TH pierde un electrón en la corona de descarga de 
APCI. El ión de m/z 429 proviene de una inicial protonación de TH, para formar [M + 
H]+, seguida de una deshidrogenación [M + H - H2]+. 
 
La información aportada por los espectros de absorción de los compuestos 
incógnitos, sugirió que los tres compuestos presentaban una estructura quinónica debido 
a su elevada absorción a 268 nm. El α-tocoferol (TH) en sistemas biológicos, se 
degrada en las especies de naturaleza quinónica: tocoferolquinona (TQ), 
epoxitocoferolquinona1 (TQE1) y epoxitocoferolquinona2 (TQE2), cuyas estructuras y 
mecanismos de formación se mostraron en la Figura 3.1. Con la hipótesis de que 
alguno de los compuestos desconocidos se correspondiese con alguno de estos 
compuestos derivados de la oxidación de TH, se examinaron los espectros de masas 
anteriormente expuestos.  
 
La interpretación del espectro de masas del pico nº 1 se basó en el ión con m/z 446 
(Figura 3.23), que coincide con el ión molecular correspondiente a TQ. También se 
obtuvieron iones de m/z 445 y 447, que se corresponden con el [M + H - H2]+ y [M + 
H]+, respectivamente. En los espectros de los picos nº 2 y nº 3 (Figura 3.24 y 3.25), se 
encontraron los iones con un m/z 462 y 463, que coinciden con el ión molecular y el [M 
+ H]+, de las epoxitocoferolquinonas TQE1 y TQE2. Los iones moleculares quedaron 
confirmados mediante el estudio de la intensidad de los iones del espectro, a distintos 
potenciales de capilar y al introducir una proporción de agua. La Figura 3.26 muestra 
los cromatogramas de los iones con m/z 429, 446 y 462.  
 
Los espectros de MS/MS del ión molecular de TH (m/z: 430), y de los iones m/z: 
446 del pico nº 1, m/z: 462 del pico nº 2 y m/z: 462 del pico nº 3, se muestran en las 
Figuras 3.27, 3.28, 3.29 y 3.30, respectivamente. 
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Figura 3.26. Cromatogramas de los iones con m/z 429 (A), 446 (B) y 462 (C), obtenidos mediante 
HPLC-APCI(+)-MS, de una muestra de músculo de pescado en la que se detectó la presencia del α-
tocoferol endógeno (TH) y de los compuestos desconocidos nº 1, 2, y 3. 
 
 
 
A
B
C
Capítulo 3: 3. Resultados. 
 - 190 -
ROCKCOD19AAPCI+GRAD #648-678 RT: 13.23-13.79 AV: 9 SB: 82 1.60-4.53, 26.65-31.19 NL: 3.05E5
T: + c APCI corona Full ms2 430.00@37.00 [ 115.00-800.00]
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Figura 3.27. Espectro de MS/MS del ión molecular de TH (m/z: 430), obtenido por HPLC-APCI(+), 
mediante la aplicación de una energía de colisión normalizada del 37 %.  
 
 
ROCKCOD19AAPCI+GRAD #491-510 RT: 9.98-10.18 AV: 2 SB: 28 1.60-4.53, 26.65-31.19 NL: 1.89E5
F: + c APCI corona Full ms2 446.00@40.00 [ 120.00-800.00]
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Figura 3.28. Espectro de MS/MS del ión m/z: 446 del pico nº 1, obtenido por HPLC-APCI(+), 
mediante la aplicación de una energía de colisión normalizada del 40 %. 
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APCI+427_462_19A #261-268 RT: 7.85-8.01 AV: 3 NL: 7.41E4
T: + c APCI corona Full ms2 462.00@35.00 [ 125.00-900.00]
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
m/z
0
5000
10000
15000
20000
25000
30000
35000
40000
45000
50000
55000
60000
65000
70000
In
te
ns
ity
461.37
462.30
419.11
463.28
443.51
464.32
401.35
428.69
252.29
481.20252.97 359.26165.20 247.28 293.00191.28 313.08 497.88353.28328.99 383.24
204.97189.79 233.89 265.82159.25140.09
 
Figura 3.29. Espectro de MS/MS del ión m/z: 462 del pico nº 2, obtenido por HPLC-APCI(+), 
mediante la aplicación de una energía de colisión normalizada del 35 %. 
 
 
APCI+427_462_19A #216-223 RT: 6.59-6.76 AV: 3 NL: 1.29E5
T: + c APCI corona Full ms2 462.00@35.00 [ 125.00-900.00]
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Figura 3.30. Espectro de MS/MS del ión m/z: 462 del pico nº 3, obtenido por HPLC-APCI(+), 
mediante la aplicación de una energía de colisión normalizada del 35 %. 
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El espectro de MS/MS del ión molecular del α-tocoferol generó el ión de m/z 387 
por pérdida de un CH3-CH-CH3 de la cadena alifática (Figura 3.27). Los iones de m/z 
359, 317, 303, 289, 261, 247, 233, 219 y 205 se producen también mediante la pérdida 
de unidades CH, CH2 y CH3 de la cadena alifática. El ión m/z 205 se obtiene de la 
perdida completa de la cadena alifática C16H33. El ión m/z 165 se corresponde con el ión 
C10H13O2+. También se generó el ión de m/z 411, que puede corresponderse con [M + H 
- H2 - H2O]. 
 
El espectro de MS/MS del ión con m/z 446, del pico nº 1, confirmó su identificación 
como TQ (Figura 3.28). La fragmentación originó los iones: m/z 403 por pérdida en la 
cadena alifática de una unidad CH3-CH-CH3, m/z 319 por pérdida en la cadena alifática 
del fragmento CH(CH3)2-CH2-CH2-CH2-CH(CH3)-CH2, m/z 305 por pérdida en la 
cadena alifática de un CH2 adicional, m/z 263 por la pérdida en la cadena alifática del 
fragmento CH(CH3)2-CH2-CH2-CH2-CH(CH3)-CH2-CH2-CH2-CH(CH3). Al igual que 
en el caso del ión molecular del tocoferol, se observó un ión con 19 unidades menos de 
masa. Este ión, m/z 427, puede corresponderse con [M + H -H2 -H2O].  
 
Los iones m/z 462 de los picos nº 2 y nº 3 originaron espectros de MS/MS similares 
(Figura 3.29 y 3.30). Los espectros sugirieron la identificación de los picos 2 y 3 como 
las epoxitocoferolquinonas TQE1 y TQE2. En ambos espectros, al igual que en el caso 
del tocoferol y del pico 1, se observaron iones que perdieron 19 unidades de masa con 
respecto al ión molecular. Estos iones, de m/z 443, pueden corresponderse al [M + H -
H2 -H2O] de TQE1 y TQE2. El ión de m/z 419 se explicó por la perdida del fragmento 
CH3-CH-CH3 en la cadena alifática de las epoxitocoferolquinonas. Los iones de m/z 335 
y 193 se explicaron por la pérdida de grupos metilos adicionales en la cadena alifática. 
El ión de m/z 401 se justificó mediante la pérdida del fragmento CH3-CH-CH3 y de 
H2O.  
 
Por tanto, los espectros de MS/MS demostraron la identificación del pico 1 como 
tocoferolquinona (TQ) y la de los picos 2 y 3 como epoxitocoferolquinonas (TQE1 y 
TQE2). Pero los datos correspondientes a los espectros de masas no nos permitieron 
diferenciar TQE1 de TQE2. Datos relativos a la retención de TQE1 y TQE2 en fase 
reversa, indican que TQE1 es la especie menos retenida (Leray y col., 1998). Por tanto, el 
pico nº 3 se identificó preliminarmente como TQE1 y el pico nº 2 como TQE2. 
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3.4.2. Productos de oxidación del α-tocoferol en músculo picado de caballa 
durante el almacenamiento en refrigerado.  
 
La Tabla 3.17 muestra las cantidades de α-tocoferol (TH) y de sus productos de 
oxidación en el músculo de caballa no tratado con compuestos fenólicos, durante su 
almacenamiento a 4 ºC. La concentración de α-tocoferol disminuyó significativamente 
después de 3 días de almacenamiento, mientras los niveles de la tocoferolquinona (TQ) 
y de las epoxitocoferolquinonas (TQE1 y TQE2) aumentaron significativamente. La 
tocoferolhidroquinona (THQ), que se genera por reducción de TQ (Figura 3.1), no se 
detectó en los 11 días de refrigeración del músculo. El músculo de pescado presentó una 
significativa acumulación de TQ, TQE1 y TQE2, después de 11 días de almacenamiento 
a 4 ºC.  
 
Tabla 3.17. Concentración de α-tocoferol y de sus productos de oxidación (µg/g músculo) en 
músculo picado de caballa, durante su almacenamiento a 4 ºC. 
Día Tocoferol TQ TQE1 TQE2 
0 3,66 ± 0,28a 0,050 ± 0,002a 0,028± 0,002a 0,012 ± 0,002a 
1 3,44 ± 0,21a 0,086 ± 0,004b 0,028 ± 0,000a 0,023 ± 0,002b 
3 0,95 ± 0,16b 0,680 ± 0,031c 0,089 ± 0,000b 0,212 ± 0,026cd 
5 0,87 ± 0,05b 0,797 ± 0,024e 0,094 ± 0,005b 0,352 ± 0,166d 
7 0,59 ± 0,02c 0,720 ± 0,021d 0,093 ± 0,003b 0,175 ± 0,003c 
11 0,65 ± 0,03c 0,755 ± 0,006d 0,103 ± 0,001c 0,190 ± 0,001cd 
Los valores de cada columna con el mismo superíndice no presentaron diferencias significativas 
(p < 0,01). 
 
El α-tocoferol constituyó aproximadamente el 98 % del total de tocoferol al inicio 
del experimento, para disminuir su cantidad relativa al 38 % al final del mismo (Tabla 
3.18). Después de 7 días a 4 ºC, TQ fue la especie de tocoferol más abundante. Ambas 
epoxiquinonas del tocoferol, TQE1 y TQE2, se formaron durante la degradación del α-
tocoferol del músculo de pescado, aunque el aumento de la concentración de TQE2 fue 
significativamente mayor que la formación de TQE1. Además, los niveles de TQE1 
aumentaron progresivamente durante todo el experimento. Contrariamente, las 
concentraciones TQE2 se mantuvieron aproximadamente constantes entre los días 3 y 
11. 
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Tabla 3.18. Cantidades relativas del α-tocoferol y de sus productos de oxidación en músculo picado 
de caballa, durante su almacenamiento a 4 ºC. 
Día Tocoferol TQ TQE1 TQE2 
0   0,976 ± 0,000a 0,013 ± 0,000a 0,007 ± 0,000a 0,003 ± 0,000a 
1   0,962 ± 0,004a 0,024 ± 0,002a 0,008 ± 0,000a 0,006 ± 0,001a 
3   0,489 ± 0,041b 0,353 ± 0,014b 0,046 ± 0,004b 0,112 ± 0,023b 
5   0,413 ± 0,021c 0,382 ± 0,032b 0,045 ± 0,007b 0,160 ± 0,060b 
7   0,374 ± 0,013d 0,456 ± 0,010c 0,059 ± 0,002c 0,111 ± 0,001b 
11   0,384 ± 0,010d 0,444 ± 0,007c 0,061 ± 0,001c 0,112 ± 0,002b 
Los valores de cada columna con el mismo superíndice no presentaron diferencias significativas 
(p < 0,01). 
 
La recuperación, definida como la suma del α-tocoferol intacto y de sus productos 
de oxidación, fue superior en las muestras poco oxidadas frente a las oxidadas. Así, se 
obtuvo una recuperación del 97,4, en el día 1, valor que se redujo al 51 % en el día 3 
(Tablas 3.18), cuando los niveles de peróxidos fueron relativamente altos (Tabla 3.19). 
Transcurridos 11 días de almacenamiento en refrigerado, la recuperación de los 
equivalentes de tocoferol fue del 47,9 %. Faustman y col. (1999) también observaron una 
pobre recuperación del tocoferol en filetes de ternera almacenados a 4 ºC. La 
degradación adicional del α-tocoferol, a otros productos de oxidación no identificados 
en el análisis cromatográfico, se apunta como posible causa de la reducida recuperación 
del tocoferol total en los sistemas oxidados. Experimentos realizados en nuestro 
laboratorio, en emulsiones de aceite sometidas a un gran estrés oxidativo, apoyan esta 
hipótesis, ya que se encontraron unos reducidos niveles de TQ, TQE1 y TQE2, después 
de un consumo significativo del tocoferol durante el desarrollo de la oxidación lipídica. 
 
Tabla 3.19. Concentración de peróxidos (mequiv. oxígeno/Kg grasa), aldehídos (µmol MDA/Kg 
músculo) y análisis sensorial de los aromas rancios en el músculo picado de caballa, durante su 
almacenamiento a 4 ºC. 
Día Peróxidos Aldehídos Análisis sensorial* 
0 1,8 ± 0,1ª 2,2 ± 4,6ª E 
1 1,5 ± 0,3a 11,4 ± 5,5a E 
3 18,1 ± 5,8b 41,2 ± 11,6b B 
5 41,2 ± 5,1c 58,0 ± 19,2bc B 
7 65,1 ± 11,6d 87,0 ± 30,8c C 
11 44,3 ± 1.3c  C 
Los valores de cada columna con el mismo superíndice no presentaron diferencias significativas 
(p < 0,01). 
*E (olor a fresco); A (sin olor a fresco); B (olor rancio incipiente) y C (olor rancio intenso).  
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Las cantidades relativas de α-tocoferol (TH) y de los productos de oxidación, 
durante el almacenamiento del músculo, fueron consistentes con la actividad 
antioxidante del tocoferol y por tanto, con la velocidad de la oxidación lipídica. Es 
destacable que la disminución de la concentración de α-tocoferol y el incremento de 
TQ, TQE1 y TQE2, entre los días 1 y 3, coincidió con la aparición de los aromas rancios 
y con una notable formación de peróxidos y aldehídos (Tabla 3.19).  
 
El cociente de concentraciones TQ/TH fue recientemente sugerido como un índice 
del estrés oxidativo en productos lácteos (Bergamo y col., 2003). Dicho cociente se 
incrementó en este experimento a medida que se extendió la formación de peróxidos y 
aldehídos (Figura 3.31). TQ/TH podría ser un parámetro indicativo del estatus 
oxidativo del músculo de pescado refrigerado. El valor de TQ/TH guardó una relación 
aproximadamente exponencial con el nivel de peróxidos. 
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Figura 3.31. Relación entre la concentración de peróxidos y el cociente de concentraciones TQ/TH 
en músculo picado de caballa durante su almacenamiento a 4 ºC. 
 
En relación a las epoxitocoferolquinonas, los niveles de TQE1 aumentaron 
significativamente entre los días 1 y 11, paralelamente a la generación de los peróxidos 
y aldehídos. La TQE2 no mostró una relación tan evidente con la oxidación lipídica del 
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músculo de pescado, pues la concentración de TQE2 se mantuvo aproximadamente 
constante entre los días 3 y 11, mientras que los peróxidos y aldehídos continuaron 
formándose. 
 
El tratamiento del músculo picado de caballa con 100 ppm de ácido cafeico, o 
propilgalato, disminuyó la velocidad de oxidación del α-tocoferol, con respecto a las 
muestras control (Tablas 3.20 y 3.21). Los compuestos fenólicos también fueron 
eficaces inhibiendo la oxidación de los lípidos, como puede deducirse de los valores de 
peróxidos y del análisis sensorial. La concentración de α-tocoferol en el músculo con 
ácido cafeico, disminuyó lentamente durante los primeros 5 días de almacenamiento en 
refrigerado. A día 7, la concentración disminuyó un 38 %, pero extrañamente, a día 11 
se observó un nuevo aumento de los niveles de tocoferol. Los niveles de TQ, en las 
muestras tratadas, aumentaron gradualmente durante el almacenamiento a 4 ºC, pero no 
se alcanzaron cantidades elevadas al final del experimento. Las epoxitocoferolquinonas 
(TQE1 y TQE2) también se detectaron en bajas concentraciones.  
 
Tabla 3.20. Concentración de α-tocoferol y de sus productos de oxidación (µg/g músculo), valor de 
peróxidos (mequiv. oxígeno/Kg grasa) y análisis sensorial, en el músculo de caballa tratado con 100 
ppm de ácido cafeico, durante su almacenamiento a 4 ºC. 
 Ác. cafeico 
Día Tocoferol TQ TQE1 TQE2 Peróxidos Sensorial*
0 3,57 ±0,03a 0,030 ± 0,000a 0,025 ± 0,005a 0,004 ± 0,004a 1,56 ± 0,20a E 
1 3,40 ± 0,10a 0,037 ± 0,001a 0,024 ± 0,002a 0,009 ± 0,002a 1,30 ± 0,12a E 
3 3,33 ± 0,04a 0,057 ± 0,005b 0,023 ± 0,005a 0,015 ± 0,003b 1,33 ± 0,09a E 
5 3,21 ± 0,00b 0,080 ± 0,013c 0,023 ± 0,007a 0,020 ± 0,004b 0,90 ± 0,30a E 
7 2,21 ± 0,04d 0,087 ± 0,011c 0,015 ± 0,007a 0,022 ± 0,004b 1,00 ± 0,22a A 
11 3,02 ± 0,04c 0,149 ± 0,010d 0,030 ± 0,010a 0,037 ± 0,004c  A 
Los valores de cada columna con el mismo superíndice no presentaron diferencias significativas 
(p < 0,01). 
*E (olor a fresco); A (sin olor a fresco); B (olor rancio incipiente) y C (olor rancio intenso).  
 
Las muestras tratadas con propilgalato mostraron similares tendencias en la 
evolución de los niveles de α-tocoferol (Tabla 3.21). El músculo con propilgalato 
mostró, entre los días 5 y 7, un descenso del 28 % en el nivel del tocoferol. Pero, a día 
11, al igual que para el ácido cafeico, se observó un aumento significativo de la 
concentración de α-tocoferol. De este modo, la cantidad relativa de α-tocoferol en las 
muestras tratadas con ácido cafeico y propilgalato se mantuvo por encima del 90 %, 
después de 11 días de refrigeración. Los niveles de TQ, TQE1 y TQE2 en el músculo 
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con propilgalato, al igual que con el ácido cafeico, fueron bajos durante los 11 días de 
almacenamiento en refrigerado (Tabla 3.21).  
 
Tabla 3.21. Concentración de α-tocoferol y de sus productos de oxidación (µg/g músculo), valor de 
peróxidos (mequiv. oxígeno/Kg grasa) y análisis sensorial, en músculo de caballa tratado con 100 
ppm de propilgalato, durante su almacenamiento a 4 ºC. 
 Propilgalato 
Día Tocoferol TQ TQE1 TQE2 Peróxidos Sensorial*
0 3,42 ± 0,13ª 0,026 ± 0,001a 0,024 ± 0,004a 0,006 ± 0,002a 1,47 ± 0,21a E 
1 2,98 ± 0,25ª 0,023 ± 0,003a 0,019 ± 0,0003a 0,007 ± 0,003a 1,20 ± 0,14a E 
3 3,40 ± 0,25ª 0,041 ± 0,002b 0,024 ± 0,004a 0,006 ± 0,002a 0,93 ± 0,25a E 
5 3,56 ± 0,08ª 0,052 ± 0,007bc 0,023 ± 0,003a 0,012 ± 0,003ab 0,99 ± 0,29a E 
7 2,47 ± 0,10b 0,048 ± 0,003bc 0,022 ± 0,002a 0,022 ± 0,010b 1,40 ± 0,22a A 
11 3,29 ± 0,11a 0,054 ± 0,003c 0,021 ± 0,003a 0,056 ± 0,008c 0,93 ± 0,31a A 
Los valores de cada columna con el mismo superíndice no presentaron diferencias significativas 
(p < 0,01). 
*E (olor a fresco); A (sin olor a fresco); B (olor rancio incipiente) y C (olor rancio intenso).  
 
No se ha observado que un valor específico de TQ/TH originase el aumento de la 
concentración del tocoferol, entre los días 7 y 11, en el músculo de caballa tratado con 
los compuestos fenólicos. Los valores de TQ/TH correspondientes al día 7 fueron 0,039 
± 0,006 y 0,019 ± 0,002 para las muestras con ácido cafeico y propilgalato, 
respectivamente. 
 
3.4.3. Productos de oxidación del α-tocoferol en músculo picado de jurel 
durante el almacenamiento en congelado.  
 
Durante el almacenamiento en congelado a -10 ºC, del músculo picado de jurel no 
tratado, se observó una importante oxidación del α-tocoferol. Como se muestra en la 
Tabla 3.22, los niveles de α-tocoferol se preservaron durante las 2 primeras semanas. 
Los datos correspondientes a la semana 4 indicaron una severa oxidación del α-
tocoferol,  coincidiendo con un incremento notable de la concentración de TQ, TQE1 y 
TQE2, y de los valores de peróxidos. La cantidad relativa de α-tocoferol, con respecto al 
contenido total de las distintas especies de tocoferol, disminuyó del 86,7 al 1,9 % entre 
las semanas 2 y 4. TQ se acumuló significativamente en el músculo de pescado, 
pasando del 3,5 % del total de equivalentes de tocoferol, al 83,4 %, después de 9 
semanas de almacenamiento. El mayor incremento de TQ se observó entre las semanas 
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2 y 4, coincidiendo, como se ha indicado anteriormente, con un elevado consumo del α-
tocoferol y una formación importante de peróxidos. TQE1 y TQE2 también se formaron 
durante la oxidación del α-tocoferol, tal y como se había observado durante el 
experimento de músculo de caballa refrigerado. 
 
Tabla 3.22. Concentración de α-tocoferol y de sus productos de oxidación (µg/g músculo), valor de 
peróxidos (mequiv. oxígeno/Kg grasa) y aldehídos (µmol MDA/Kg músculo) en músculo picado de 
jurel, durante su almacenamiento congelado a - 10 ºC. 
Semana Tocoferol TQ TQE1 TQE2 Peróxidos Aldehídos
0 2,34 ± 0,01a 0,08 ± 0,00a 0,000 ± 0,000a 0,000 ± 0,016a 2,9 ± 2,2a 7,6 ± 0,7a 
2 2,29 ± 0,30a 0,58 ± 0,04b 0,090 ± 0,026b 0,053 ± 0,002b 3,4 ± 0,1a 10,7 ± 2,7a
4 0,02 ± 0,02b 0,91 ± 0,02c 0,122 ± 0,008b 0,078 ± 0,001c 27,4 ± 0,0b 7,4 ± 0,7a 
5 0,02 ± 0,02b 1,02 ± 0,00d 0,145 ± 0,004c 0,082 ± 0,010c 80,8± 3,9c 29,0 ± 4,6b
7 0,02 ± 0,08b 1,00 ± 0,02d 0,100 ± 0,019b 0,091 ± 0,025c 103,8 ± 12.5d 26,1 ± 2,1b
9 0, 02 ± 0,14b 1,04 ± 0,04d 0,106 ± 0,015b 0,081 ± 0,008c 120,6 ± 24.8d 44,8 ± 3,1c
Los valores de cada columna con el mismo superíndice no presentaron diferencias significativas 
(p < 0,01). 
 
La relación TQ/TH aumentó de forma importante en el músculo de pescado sin 
adición antioxidante, después de 4 semanas de almacenamiento a -10 ºC, paralelamente 
al primer aumento significativo de los valores de peróxidos. La formación de los 
aldehídos se observó a partir de la semana 5. Al igual que en el estudio de refrigerado, 
el cociente TQ/TH fue un parámetro indicativo del estrés oxidativo del músculo de 
pescado. El incremento del cociente TQ/TH originó un aumento exponencial de los 
niveles de peróxidos, ajustándose la relación a la ecuación: valor de peróxidos = 2,902 
e0,071*TQ/TH (R2 = 0,9361). 
 
La recuperación de los equivalentes totales de tocoferol disminuyó del 100 % al 44 
% durante las 9 semanas de experimento. Esto está en concordancia con la pobre 
recuperación obtenida en el experimento de músculo de caballa refrigerado.  
 
El músculo picado de jurel se trató con 100 ppm de hidroxitirosol, o de propilgalato, 
para estudiar su efecto en la oxidación del α-tocoferol endógeno del músculo, durante 
su almacenamiento en congelado. La Figura 3.32 muestra la pérdida del α-tocoferol en 
las muestras tratadas con hidroxitirosol y propilgalato, durante las 9 semanas de 
almacenamiento a -10 ºC. El consumo del α-tocoferol en estas muestras fue más lento 
que en los controles. El α-tocoferol del músculo tratado con hidroxitirosol se oxidó 
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significativamente entre la semana 2 y la 5, paralelamente a la formación de TQ y al 
aumento del valor de peróxidos (Tabla 3.23). Las epoxitocoferolquinonas TQE1 y 
TQE2, también se generaron durante el proceso oxidativo de TH (Tabla 3.23). En 
posteriores semanas, se detectó un nuevo incremento de los niveles de α-tocoferol para 
las muestras tratadas con hidroxitirosol, coincidiendo con un mantenimiento del valor 
de peróxidos. Similares tendencias se observaron en el músculo tratado con propilgalato 
(Figura 3.32 y Tabla 3.23). El α-tocoferol fue oxidándose progresivamente entre la 
semana 2 y 7, mientras se registró un incremento significativo de TQ y de los niveles de 
peróxidos. Entre las semanas 7 y 11 se detectó un significativo aumento del nivel de α-
tocoferol, que se correspondió con una reducción de TQ y un mantenimiento del valor 
de peróxidos. La posible regeneración del α-tocoferol se observó cuando los valores de 
TQ/TH descendieron a 1,5 (semana 5) en el músculo con hidroxitirosol y hasta 2,3 
(semana 7) en las muestras con propilgalato. 
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Figura 3.32. Niveles de α-tocoferol (TH) y α-tocoferolquinona (TQ) en músculo picado de jurel 
tratado con 100 ppm de hidroxitirosol o de propilgalato, durante el almacenamiento a -10 ºC. 
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Tabla 3.23. Concentración de las epoxitocoferolquinonas TQE1 y TQE2 (µg/g músculo) y valor de 
peróxidos (mequiv. oxígeno/Kg grasa), en músculo picado de jurel tratado con 100 ppm de 
hidroxitirosol, o de propilgalato, durante el almacenamiento a -10 ºC. 
 Hidroxitirosol Propilgalato 
Semana TQE1 TQE2 Peróxidos TQE1 TQE2 Peróxidos 
0 0,000 ±0,000a 0,000 ±0,000a 2,4 ± 0,3 a 0,000 ±0,000a 0,000 ±0,000a 2,6 ± 0,3a 
2 0,000 ± 0,000a 0,000 ± 0,000a 1,6 ± 0,6 a 0,000 ± 0,000a 0,000 ± 0,000a 2,1 ± 0,4a
4 0,045 ± 0,012bc 0,045 ± 0,005b 2,3 ± 0,2a 0,059 ± 0,016b 0,066 ± 0,020bc 2,2 ± 0,2a 
5 0,105 ± 0,010d 0,075 ± 0,005c 24,9 ± 6,3b 0,074 ± 0,020bc 0,065 ± 0,005b 22,2 ± 1,2b 
7 0,061 ± 0,012c 0,074 ± 0,006c 23,0 ± 5,0b 0,090 ± 0,006c 0,091 ± 0,010c 42,3 ± 13,1c
9 0,037 ± 0,004b 0,050 ± 0,020bc  0,060 ± 0,002b 0,065 ± 0,007b 32,4 ± 5,3c
Los valores de cada columna con el mismo superíndice no presentaron diferencias significativas 
(p < 0,01). 
 
El cociente TQ/TH también resultó un parámetro indicativo del estado oxidativo del 
músculo de jurel congelado, tratado con los compuestos fenólicos. Las muestras con un 
mayor cociente TQ/TH presentaron los mayores valores de peróxidos, aunque no se 
observó una correspondencia exponencial entre TQ/TH y el valor de peróxidos. 
 
Estos datos confirman los resultados obtenidos en el experimento de músculo 
refrigerado. El α-tocoferol del músculo de pescado se degrada mayoritariamente a TQ, 
y en menor cuantía a las TQE1 y TQE2, durante el desarrollo de la rancidez. Además, el 
tocoferol del músculo de pescado puede preservarse mediante la adición de 100 ppm 
(p/p) de ácido cafeico, hidroxitirosol o propilgalato. El aumento de los niveles de 
tocoferol durante la propagación de la oxidación sugiere una posible reparación del 
tocoferol por parte de los compuestos fenólicos añadidos. 
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4. DISCUSIÓN. 
 
Los resultados obtenidos demostraron que los polifenoles procedentes del bagazo de 
uva, aplicados en una concentración de 100 ppm, resultan eficaces inhibiendo el 
desarrollo de la oxidación lipídica del músculo blanco de jurel y caballa, picado o en 
filetes, con un contenido graso del 0,8-5,0 %, durante su almacenamiento en congelado 
a - 10 ºC. Debe resaltarse que los polifenoles del bagazo, empleados a un nivel de 100 
ppm, no alteraron atributos organolépticos del músculo como el color y el aroma. Esta 
característica es favorable para su posible aplicación como aditivo alimentario. Además, 
los polifenoles del bagazo pueden aplicarse en disolución acuosa y muestran una 
elevada afinidad para adsorberse sobre el músculo de pescado. Estas cualidades de los 
polifenoles del bagazo contribuyen positivamente a los aspectos tecnológicos aplicables 
para la incorporación de los polifenoles al músculo de pescado.  
 
Los polifenoles forman complejos con las proteínas (Arts y col., 2002; Papadopoulou y 
Frazier, 2004) y con los fosfolípidos (Kajiya y col., 2001; Kajiya y col., 2004), estas 
interacciones puede estar relacionadas con la elevada afinidad de los polifenoles del 
bagazo por el músculo de pescado. El extracto total OW, los monómeros de flavonoles 
glicosilados VII, las catequinas monoméricas V y polímeros de las catequinas de 
distinto grado de polimerización y galoización (IV, VIII), no mostraron diferencias en 
la interacción con el músculo de pescado, ya que todos pasaron cuantitativamente de la 
disolución acuosa al músculo. Por tanto, el número de monómeros, el contenido de 
grupos galato y la glicosilación no mostraron un efecto importante en la afinidad de los 
polifenoles del bagazo por el músculo de pescado. Este resultado contrasta con algunos 
estudios que indicaron que la presencia de grupos galato modifica su afinidad por las 
bicapas fosfolipídicas (Kajiya y col., 2001), y que la afinidad de la interacción polifenol-
proteína también se ve afectada por la galoización y el grado de polimerización del 
polifenol (Papadopoulou y Frazier, 2004). Asimismo, debe tenerse en cuenta que la relación 
de concentraciones entre los polifenoles y el músculo, puede tener un efecto importante 
en la afinidad de los mismos por el músculo. Un gran exceso del número de sitios 
activos para asociarse con los polifenoles, con respecto a la cantidad de polifenoles, 
puede explicar que todas las fracciones polifenólicas del bagazo se adsorban totalmente 
sobre los componentes del músculo. 
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Todos los polifenoles del bagazo fueron efectivos inhibiendo la rancidez del 
músculo picado durante su almacenamiento en congelado, pero se observaron 
diferencias en la eficacia inhibidora. Las procianidinas de mayor tamaño y porcentaje de 
galoización (VIII), resultaron los compuestos del bagazo menos eficientes inhibiendo la 
oxidación en el músculo picado. Esta reducida actividad antioxidante de las 
procianidinas VIII está de acuerdo con su limitado poder reductor in vitro, pero 
contradice su elevada actividad para atrapar radicales libres. El extracto total OW 
presentó una actividad antioxidante superior a las procianidinas VIII, aunque su 
actividad antirradical y quelatante in vitro, fuese significativamente inferior a las 
correspondientes actividades de VIII. Las propiedades reductoras tampoco justificaron 
la actividad de OW frente a VIII, en el músculo picado, ya que ambas fracciones 
polifenólicas presentaron propiedades reductoras semejantes. La presencia en OW de 
compuestos con actividades antioxidantes complementarias, puede contribuir 
notoriamente a su eficacia antioxidante. Los monómeros de catequinas (V) y las 
procianidinas de tamaño y galoización intermedia (IV) fueron las fracciones más 
eficaces impidiendo la formación de los hidroperóxidos y aldehídos, y por tanto, 
retrasando el desarrollo de la rancidez. La elevada actividad antioxidante de las 
procianidinas IV concuerda con su elevada capacidad antirradical y reductora. Sin 
embargo, las propiedades in vitro no parecen justificar la elevada actividad antioxidante 
encontrada para la fracción V. El propilgalato resultó más eficaz inhibiendo la rancidez, 
que los polifenoles del bagazo, de acuerdo con las mayores propiedades quelatentes y 
reductoras del propilgalato, por unidad de masa. 
 
En la literatura no se recogen estudios del efecto de la polimerización y la 
galoización de los polifenoles, sobre la actividad antioxidante de los polifenoles en el 
tejido muscular. En sistemas de lipoproteínas de baja densidad, Porto y col. (2003) 
encontraron que la actividad antioxidante es mayor para los polifenoles dímeros que 
para los monómeros, mientras que al comparar los polifenoles de 2 y 3 unidades, la 
actividad antioxidante de los trímeros puede resultar mayor dependiendo de los 
monómeros que los formen. Pero, este estudio compara la actividad antioxidante de los 
monómeros y oligómeros polifenólicos en función de la concentración molar del 
compuesto, y no en relación a los moles de monómero. De este modo, el aumento de la 
actividad antioxidante con la polimerización puede deberse simplemente a la presencia 
de un mayor número de grupos hidroxilo, que provienen de los nuevos monómeros. Los 
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resultados aquí obtenidos, correspondientes a la efectividad de las procianidinas IV y 
VIII en el músculo picado, apuntan a que el aumento de la polimerización y la 
galoización originan un efecto negativo en la actividad antioxidante de las procianidinas 
de mayor tamaño. El impedimento estérico generado en las procianidinas más 
voluminosas puede participar de modo notable en la menor actividad antioxidante de las 
procianidinas de mayor tamaño (VIII) en el músculo. La misma tendencia se había 
observado en las emulsiones de aceite en agua, puesto que las procianidinas con una 
polimerización y galoización media (IV) presentaron la mayor actividad antioxidante en 
este sistema. En consecuencia, para ambos sistemas parece existir un grado de 
polimerización y un porcentaje de galoización medio, que resulta óptimo para la 
actividad antioxidante de las procianidinas. 
 
El músculo de pescado durante su almacenamiento en congelado experimentó una 
pérdida gradual de los componentes antioxidantes endógenos: α-tocoferol, ubiquinona y 
glutationa. Este consumo de los antioxidantes endógenos concuerda con estudios 
previos en músculo refrigerado de caballa (Petillo y col., 1998), y en músculo de arenque 
refrigerado (Undeland y col., 1999) y congelado (Undeland y Lingnert, 1999). Nuestros 
resultados indicaron que los antioxidantes endógenos estudiados presentan distinta 
estabilidad, observándose generalmente que la glutationa se degradó más rápidamente 
que el α-tocoferol durante el almacenamiento en congelado del músculo picado y de los 
filetes. La ubiquinona resultó el compuesto endógeno más estable. Por tanto, el orden de 
estabilidad de los antioxidantes endógenos fue: glutationa total<α-
tocoferol<ubiquinona. Este resultado está de acuerdo con investigaciones previas de 
Petillo y col. (1998) en músculo de caballa y de Brannan y Erickson (1996) en pez gato. 
El denominado “pecking order”, basado en los potenciales de reducción de un electrón, 
predice el siguiente orden de reactividad para los antioxidantes endógenos: ubiquinol> 
ascórbico>α-tocoferol>glutationa reducida (Buettner, 1993). Por tanto, el “pecking order” 
no explica el orden relativo de pérdida de la glutationa total, formada al 80-90 % por 
glutationa reducida, y del tocoferol, durante el almacenamiento del músculo. Jia y col. 
(1996) observaron que la disminución de la glutationa total no va acompañada de un 
aumento de la forma oxidada de la glutationa. Así, otras reacciones distintas a la 
oxidación podrían ser las responsables del rápido consumo de glutationa total. La 
ubiquinona exhibió una cinética de descomposición más lenta que la glutationa y el 
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tocoferol, de acuerdo con una mayor estabilidad redox. La ubiquinona debe ser una 
especie relativamente estable en sistemas oxidados, pues no contiene grupos muy 
susceptibles a oxidarse. Sin embargo, el ubiquinol, forma más reducida de la 
ubiquinona, se consume rápidamente en el músculo rojo de caballa (Petillo y col., 1998). 
Aunque, no parece ser un elemento importante del mecanismo antioxidante del músculo 
blanco, debido a su reducida concentración.  
 
La adición de 100 ppm de las fracciones polifenólicas del bagazo, o de propilgalato, 
al músculo de pescado resultó muy efectiva retrasando la degradación del α-tocoferol, 
cuyo consumo presentó una alta correlación con el desarrollo de la rancidez. Los fenoles 
también fueron activos inhibiendo el consumo de la glutationa total, especialmente en 
filetes, aunque mostraron inferior efectividad que en la preservación de tocoferol. La 
ubiquinona fue el compuesto endógeno menos preservado por los polifenoles del 
bagazo y por el propilgalato. Pero, debe indicarse que dicha estabilización no parece ser 
relevante para la inhibición de la rancidez, ya que el consumo de la ubiquinona 
endógena no se correlacionó con el desarrollo de la oxidación lipídica.  
 
En el mantenimiento de los niveles de los antioxidantes endógenos por acción de los 
compuestos fenólicos añadidos, podrían proponerse dos mecanismos: 
 
- Los compuestos fenólicos incorporados mejoran el balance 
antioxidante/prooxidante del músculo, lo que contribuye a inhibir la formación 
de hidroperóxidos y radicales libres. La reducción de los niveles de radicales 
libres debe favorecer el mantenimiento de los antioxidantes endógenos. 
 
- Los compuestos fenólicos pueden regenerar las sustancias antioxidantes 
endógenas. En trabajo previos, se ha indicado que el α-tocoferol es regenerado 
por las catequinas del té, la quercetina y otros flavonoides, en lipoproteínas (Zhu 
y col., 1999; Zhu y col., 2000), en sistemas de ácido linoleico (Pedrielli y Skibsted, 2002) 
y en sistemas micelares (Zhou y col., 2005). En la literatura, no existen evidencias 
de la regeneración de la glutationa y el ubiquinol por acción de los polifenoles. 
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Este segundo mecanismo propuesto podría explicar el significativo aumento del 
nivel de α-tocoferol, observado en el músculo picado y en los filetes tratados con las 
procianidinas IV, durante la etapa de propagación de la oxidación. Resultados similares 
se obtuvieron en los experimentos de músculo picado refrigerado o congelado, y tratado 
con hidroxitirosol, ácido cafeico o propilgalato, orientados a identificar los productos de 
oxidación del tocoferol. Por tanto, estos compuestos fenólicos parecen efectivos 
regenerando el tocoferol a partir de alguna de sus formas oxidadas, y ello contribuye al 
mantenimiento de los niveles de tocoferol. 
 
No existen trabajos previos que investigasen los productos de oxidación del 
tocoferol en el músculo de pescado. En un estudio en filetes de ternera, Faustman y col. 
(1999) identificaron la tocoferolquinona (TQ) y la epoxitocoferolquinona TQE2 como 
productos de oxidación del α-tocoferol. Nuestros resultados demostraron que TQ es un 
producto importante de la oxidación del α-tocoferol, en el músculo de pescado 
refrigerado o congelado. El mecanismo de oxidación del tocoferol para generar la TQ 
aparece esquematizado en la Figura 3.1. Las epoxitocoferolquinonas, TQE1 y TQE2, 
también se generaron en la oxidación del tocoferol endógeno, sin embargo, este 
mecanismo parece minoritario, o desfavorecido, si se compara con el proceso de 
degradación que transcurre a través de la formación de TQ. Esta información resulta 
relevante en una posible recuperación del α-tocoferol para la actividad antioxidante, 
pues la epoxidación del tocoferol impide que pueda ser reparado por sustancias 
reductoras como el ácido ascórbico (Decker y col., 2000). Sin embargo, la actividad 
reductora del tocoferol puede recuperarse a partir de TQ, para formar la 
tocoferolhidroquinona (THQ), y a partir del radical tocoferoxilo, para generar el α-
tocoferol intacto. En nuestros experimentos, no se detectó la presencia de THQ con las 
condiciones cromatográficas empleadas, pero su formación no puede descartarse. 
Durante el almacenamiento en congelado del músculo picado de jurel, la concentración 
de TQ disminuyó en las semanas en las que el α-tocoferol aumentó su concentración, lo 
que sugiere cierta conversión de TQ para formar α-tocoferol. Moore y Ingold (1997) 
indicaron que in vivo en humanos, TQ puede ser convertida en tocoferol. Los datos 
correspondientes a músculo picado refrigerado no mostraron, sin embargo, una 
reducción de los niveles de TQ durante el aumento de los niveles del tocoferol. 
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Los valores de los peróxidos y aldehídos (i-TBA) mostraron una elevada correlación 
con el desarrollo de los aromas rancios en el músculo de pescado. La pérdida del α-
tocoferol endógeno del músculo también se correlacionó positivamente con el análisis 
sensorial de la rancidez. Esta elevada correspondencia entre la estabilidad del tocoferol 
y el desarrollo de la oxidación ya había sido apuntada por Erickson , al observar que la 
degradación del tocoferol en el músculo de pescado congelado, coincidió con el 
aumento de los productos de la oxidación de los lípidos. La relación entre la 
concentración de tocoferolquinona (TQ) y el tocoferol intacto (TH), TQ/TH, también 
resultó un parámetro indicativo del estrés oxidativo del músculo de pescado. En el 
músculo de pescado sin tratamiento fenólico, los peróxidos aumentaron 
exponencialmente con el incremento del cociente TQ/TH. En el músculo tratado con los 
compuestos fenólicos, las muestras más oxidadas también presentaron mayor cociente 
TQ/TH, pero la relación entre los peróxidos y TQ/TH no resultó exponencial, 
posiblemente debido a la presencia de puntos en los que el tocoferol parece regenerarse 
aumentando su concentración. En consecuencia, el descenso significativo del valor de 
TH, o un alto valor del cociente TQ/TH son medidas indicativas del desarrollo de la 
oxidación lipídica en el músculo de pescado. La relación TQ/TH presenta la ventaja, 
frente al seguimiento del consumo de TH, de que no requiere el conocimiento de los 
valores iniciales de TH. 
 
La glutationa total mostró menor correlación que el tocoferol, con la extensión de la 
oxidación en filetes congelados, y no mostró relación con la oxidación en el músculo 
picado durante su congelación. Tal como se comentó previamente, la glutationa total 
podría haber sido consumida en algún proceso distinto a la oxidación de los lípidos, 
explicando así, la menor correlación de la glutationa con la rancidez. La ubiquinona y la 
formación de hidroperóxidos conjugados, y compuestos fluorescentes de interacción, no 
se relacionaron significativamente con la propagación de la rancidez en el músculo de 
pescado. La determinación de los hidroperóxidos conjugados y los compuestos 
fluorescentes se realizó por medida directa de la absorbancia, por lo que la pobre 
correlación de estas medidas con el valor de peróxidos y el índice de TBA, puede estar 
motivada por la existencia de interferencias en la determinación de los hidroperóxidos 
conjugados y los compuestos fluorescentes. 
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El glaseado de los filetes con una fina capa de hielo retrasó la oxidación de los 
lípidos durante las primeras semanas de almacenamiento de los filetes en congelado. 
Posiblemente la aplicación de la película de hielo sobre la superficie del filete limita el 
acceso del oxígeno al filete, y ello puede contribuir a la reducción de la velocidad de la 
oxidación. Además, los resultados obtenidos mostraron que la incorporación de 
compuestos fenólicos con actividad antioxidante, como las procianidinas IV y el 
propilgalato, retrasa el desarrollo de la rancidez de los filetes, si se compara con los 
filetes glaseados con agua. Pero, los compuestos fenólicos resultaron más eficaces al 
aplicarse sobre el filete sin congelar, que en la capa de glaseado. La mayor adsorción y 
penetración de compuesto fenólico en el filete no congelado, explica razonablemente 
esta observación.  
 
El lavado de los filetes con agua mejoró ligeramente el balance endógeno 
antioxidante/prooxidante, mediante la eliminación de cierta proporción de hemoglobina 
de la superficie del filete, pero ello por sí solo, no fue suficiente para retrasar la 
aparición de los aromas rancios. Sin embargo, el lavado de los filetes y la posterior 
pulverización de las procianidinas IV, aumentaron sinérgicamente la actividad 
antioxidante de las procianidinas. La aplicación de la etapa de lavado en los filetes 
pulverizados con propilgalato, también mejoró las aptitudes antioxidantes del 
propilgalato, pero solamente de manera aditiva. Mediante la aplicación del lavado 
previo de los filetes, fue posible igualar la eficiencia antioxidante de las procianidinas 
con la alcanzada por el propilgalato. Dado el carácter eminentemente polar de la 
fracción IV, la proporción de agua que queda sobre el filete después de la etapa de 
lavado, podría favorecer la distribución y/o penetración de las procianidinas en los 
filetes, mejorando de este modo la eficacia antioxidante. Diferentes experiencias en las 
que se estudie la distribución y la penetración de las procianidinas en los filetes, 
mediante el uso de diferentes proporciones de fase acuosa para introducir los fenoles, 
contribuirán a confirmar, o desechar, esta hipótesis. 
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5. CONCLUSIONES. 
 
- El extracto polifenólico OW, los monómeros de catequinas (V) y las procianidinas 
(IV y VIII), obtenidos del bagazo de uva, resultaron efectivos retrasando la 
oxidación del músculo de pescado durante su congelación a -10 ºC. El extracto OW 
y las fracciones purificadas se trasladaron cuantitativamente de las disoluciones 
acuosas al músculo de pescado. 
 
- En relación a la inhibición de la oxidación en músculo picado, las procianidinas de 
mayor tamaño y galoización (VIII), resultaron los compuestos menos eficientes. El 
extracto total (OW) mostró una actividad intermedia, mientras que los monómeros 
de catequinas (V) y las procianidinas de tamaño y galoización media (IV) fueron 
los polifenoles del bagazo más eficaces evitando la oxidación. Estos resultados, de 
acuerdo con los datos de las emulsiones y de la capacidad reductora, sugieren la 
existencia de un grado de polimerización y un porcentaje de galoización medio, que 
resulta óptimo para la actividad antioxidante de las procianidinas. Los polifenoles 
del bagazo, por unidad de masa, mostraron menor actividad para inhibibir la 
rancidez que el propilgalato.  
 
- Las aplicaciones testadas para adicionar en los filetes las procianidinas del bagazo, 
originaron tratamientos antioxidantes efectivos. El pulverizado de la procianidinas 
resultó más efectivo que su incorporación en el glaseado. El pulverizado de 100 
ppm de las procianidinas IV, extendió 10 semanas la vida útil de los filetes 
congelados a -10 ºC. El lavado previo de los filetes mejoró sinérgicamente la 
actividad antioxidante de las procianidinas, de este modo los filetes lavados con 
agua y pulverizados con las procianidinas aumentaron más de 18 semanas la vida 
útil de los filetes.  
 
- Los antioxidantes endógenos del músculo, en particular el tocoferol, fueron 
eficazmente protegidos por los polifenoles del bagazo y el propilgalato, en el 
músculo picado y en los filetes. Esto resulta especialmente relevante puesto que la 
velocidad de pérdida del tocoferol mostró una elevada correlación con el desarrollo 
de la rancidez en el músculo. La ubiquinona fue el antioxidante endógeno menos 
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estabilizado por los fenoles, si bien su pérdida no se correlacionó con el desarrollo 
de la oxidación.  
 
- Mediante el empleo de HPLC-APCI-MS fue posible la identificación de productos 
de oxidación del α-tocoferol endógeno del músculo de pescado. La oxidación del 
tocoferol en el músculo de pescado se produce mayoritariamente a través del 
mecanismo que implica la producción de tocoferolquinona (TQ). 
 
- El cociente de concentraciones tocoferolquinona/tocoferol (TQ/TH) fue un índice 
del estrés oxidativo del músculo de pescado refrigerado y congelado. En ausencia 
de compuestos fenólicos, el valor de peróxidos aumentó exponencialmente con el 
aumento del cociente TQ/TH. 
 
- Durante la propagación de la oxidación en el músculo de pescado se observó la 
recuperación de los niveles de tocoferol, en muestras tratadas con compuestos 
fenólicos. Un mecanismo de regeneración de tocoferol puede estar implicado en el 
mantenimiento de los niveles de tocoferol en la presencia de los compuestos 
fenólicos, y por tanto, en la eficacia antioxidante de los compuestos fenólicos. Ello 
podría tener una elevada repercusión en sistemas in vivo, con posibles aplicaciones 
en nutrición humana y acuicultura.  
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CAPÍTULO 4. INHIBICIÓN DE LA ACTIVIDAD OXIDANTE DE LA 
HEMOGLOBINA Y DEL HIERRO LIBRE. 
 
 
1. INTRODUCCIÓN. 
 
En los capítulos anteriores se ha estudiado la actividad antioxidante de los 
polifenoles del bagazo en el músculo de pescado, prestando especial interés en el 
mecanismo antioxidante endógeno del músculo y en el efecto de los polifenoles 
preservando dicho sistema antioxidante endógeno. Otro aspecto fundamental en la 
oxidación del pescado, es la contribución de los compuestos con actividad prooxidante. 
Recientes investigaciones sugieren que la mayor susceptibilidad oxidativa de especies 
tales como la caballa, el jurel o el atún, frente a las especies magras, parece más 
derivado del tipo y cantidad de compuestos activadores de la oxidación, que del 
contenido lipídico. Richards y Hultin (2001) indicaron que la presencia de una cantidad 
residual de lípidos en el músculo de pescado, el 0,1 %, es suficiente para que el músculo 
desarrolle de manera importante la oxidación en presencia de 5,8 µmol de hemoglobina 
por Kg de músculo, que es una concentración de hemoglobina comparable a la existente 
en el músculo blanco de caballa o jurel. Undeland y col.  destacaron que el aumento del 
contenido graso del músculo, por la incorporación de triacilglicéridos de pescado, no 
aumentó la velocidad de oxidación de los lípidos. 
 
La hemoglobina es un compuesto potencialmente activador de la oxidación que se 
encuentra en una concentración relativamente alta en el músculo blanco de caballa, 6 
µmol de hemoglobina por Kg de músculo (Richards y Hultin, 2002b). El músculo de otras 
especies pelágicas, como el atún, el jurel y la sardina, también contiene importantes 
concentraciones de hemoglobina. Se ha demostrado que estos niveles de hemoglobina 
producen una extensa propagación de los olores rancios en sistemas modelo de músculo 
lavado (Richards y Hultin, 2002b; Undeland y col., 2002; Undeland y col., 2004). Otra evidencia 
que confirma la importancia de la hemoglobina en la oxidación del músculo de pescado, 
es la reducción de la susceptibilidad oxidativa del músculo mediante prácticas 
destinadas a la eliminación de la hemoglobina, como son el sangrado del individuo 
(Richards y Hultin, 2002a) o el lavado de los filetes (Richards y col., 1998). El 
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contenido de oxígeno de la hemoglobina, o oxigenación, y su velocidad de 
autooxidación, parecen factores determinantes en la actividad prooxidante de la 
hemoglobina (Richards y col., 2002a; Richards y col., 2002b). El valor de pH afecta de manera 
importante a la oxigenación y autooxidación de la hemoglobina de pescado, si se 
compara con las hemoglobinas de los animales terrestres (Richards y col., 2002a).  
 
El hierro libre del músculo, que se encuentra asociado a ligandos de pequeño 
tamaño, como el ATP, ADP o ácidos orgánicos, también puede catalizar la oxidación 
lipídica de las membranas en presencia de un agente reductor (Kanner, 1994). El sistema 
reductor transforma el hierro férrico a hierro ferroso, que es una especie muy activa 
promoviendo la oxidación de los lípidos. El sistema reductor puede ser de origen 
químico, como el ascorbato, o bien, de origen enzimático, ya que en las membranas 
mitocondriales y microsomiales se localizan enzimas reductoras de hierro (Erickson, 
2002). La localización del hierro en el citosol celular, lo hace accesible al ascorbato y a 
las enzimas reductoras, y a sustratos fácilmente oxidables como son las membranas 
celulares, ricas en fosfolípidos. Por todo ello, el hierro libre, o hierro de bajo peso 
molecular, puede tener un papel destacable en el desarrollo de la oxidación lipídica del 
músculo de pescado. 
 
Uno de los propósitos de este capítulo fue el estudio de la actividad prooxidante de 
la hemoglobina de pescado y de los factores que modulan esta actividad, la oxigenación 
y la autooxidación de la hemoglobina. Se investigó el efecto de la concentración de 
hemoglobina y del pH, en la actividad prooxidante de la hemoglobina. El pH del 
músculo se modifica de manera natural durante el almacenamiento post mortem del 
músculo de pescado, y durante el procesamiento del músculo para la producción de 
surimi o de productos en escabeche. Se empleó el bacalao como fuente de hemoglobina, 
debido a que era una especie pesquera que podía obtenerse con una gran frescura y a 
que contiene una importante cantidad de hemoglobina. La actividad prooxidante de la 
hemoglobina se investigó en sistemas microsomiales y en músculo de pescado lavado. 
Ambos sistemas se caracterizan por presentar una elevada proporción de fosfolípidos, 
que son posiblemente los primeros sustratos de la oxidación (Igene y Pearson, 1979), y por 
contener una reducida cantidad de hemoglobina y de otras sustancias prooxidantes. 
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Otro de los objetivos se centró en el estudio del efecto inhibidor de los polifenoles 
del bagazo, OW y fracción IV, sobre la actividad prooxidante de la hemoglobina de 
pescado, del hierro libre activado por el ascorbato, o hierro no enzimático, y del hierro 
libre activado por las enzimas reductoras del músculo, o hierro enzimático. Los 
experimentos se realizaron en sistemas microsomiales de merluza. Los sistemas de 
músculo lavado no se emplearon en estas experiencias, ya que no desarrollan oxidación 
lipídica con la adición de hierro enzimático (Undeland y col., 2002) y hierro no enzimático 
(Richards, 2000), posiblemente debido a la asociación del hierro incorporado con las 
proteínas del músculo (Undeland y col., 2002). La actividad antioxidante de los polifenoles 
del bagazo se comparó con el hidroxitirosol, un fenol simple muy abundante en el aceite 
de oliva y en los residuos generados durante su producción, y con el antioxidante 
sintético propilgalato. El hidroxitirosol había mostrado previamente una elevada 
eficacia inhibiendo la rancidez del pescado graso durante su almacenamiento en 
congelado (Sánchez, 2002). 
 
Para el desarrollo de estos objetivos globales se abarcaron los siguientes objetivos 
parciales: 
 
i). Caracterización composicional de los sistemas microsomiales y del músculo 
lavado. 
 
ii). Estudio del efecto prooxidante de la hemoglobina. Para ello se determinó: 
- el efecto del pH en la oxigenación y en la velocidad de autooxidación de la 
hemoglobina. 
- el efecto de la concentración de hemoglobina sobre la oxidación de los 
lípidos y proteínas. 
- el efecto del pH en la actividad prooxidante de la hemoglobina. 
- el efecto del pH en la coagulación/agregación del sistema microsomial. 
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iii). Estudio de la eficacia inhibidora de los fenoles del bagazo sobre la actividad 
prooxidante de la hemoglobina de pescado, hierro no enzimático y hierro 
enzimático. Para ello se determinó: 
- la interacción de los compuestos fenólicos con las membranas para 
averiguar la distribución de fenoles en los sistemas microsomiales, y su 
posible incorporación a las membranas. 
- el efecto de los fenoles en la velocidad de autooxidación de la 
hemoglobina. 
- el efecto de los fenoles en los sistemas microsomiales oxidados por 
hemoglobina de jurel, Fe(III)/ascorbato y Fe(III)/NADH. La oxidación de 
los lípidos se estudió mediante el seguimiento de la formación de los 
hidroperóxidos y los aldehídos. 
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2. MATERIAL Y MÉTODOS. 
 
2.1. MATERIAL. 
 
El bacalao atlántico (Gadus morhua) se obtuvo de los buques diarios de Gloucester, 
Massachusetts. La merluza (Merluccius merluccius) y el jurel (Trachurus trachurus) se 
adquirieron en un mercado local de Vigo. Los individuos de las distintas especies 
presentaron un grado de frescura extra (DOCE, 1989). El pescado se utilizó el mismo día 
que se adquirió, manteniéndose en hielo hasta su uso. 
 
Todos los reactivos empleados fueron de grado analítico. La hemoglobina bovina, 
ácido 4-(2-hidroxietil)piperazina-1-etanosulfónico (HEPES), heparina sódica, 
tris[hidroximetil]aminometano (Tris), ditionato sódico, sulfato de estreptomicina, 
reactivo de Folin-Ciocalteu, L-histidina, adenosina 5´-difosfato (ADP), forma reducida 
de la β−nicotinamida adenina dinucleótido (β-NADH), ácido ascórbico, ácido 
tricloroacético (TCA), BHT, ácido tiobarbitúrico, 1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP), 
tiocianato amónico, cloruro ferroso tetrahidratado, cloruro férrico hexahidratado, 
glutationa reducida. 5,5´-ditiobis(2-ácido nitrobenzoico) (DTNB), dodecil sulfato 
sódico (SDS) y la albúmina de suero bovina se adquirieron en Sigma (St. Louis, MO, 
USA). El propilgalato se obtuvo de Merck (Hohenbrunn, Germany). El 3,4-
dihidroxifeniletanol (hidroxitirosol) fue amablemente cedido por el Instituto de la Grasa 
(CSIC, Sevilla).  
 
El monóxido de carbono se obtuvo de Mathenson Gas (Gloucester, MA, USA) y 
de Air Liquide (Porriño, Galicia). 
 
El agua empleada fue de calidad Milli-Q y los disolventes de grado analítico.  
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2.2. OBTENCIÓN DE LA HEMOGLOBINA. 
 
La hemoglobina se obtuvo de la sangre sustraída a ejemplares frescos de bacalao, o 
de jurel. Los glóbulos rojos se separaron del plasma y posteriormente se liberó la 
hemoglobina mediante la rotura de las membranas celulares de los glóbulos rojos. El 
hemolizado se preparó con las modificaciones indicadas por Richards y Hultin (2000), 
del método original de Fyhn y col. (1979). 
 
Procedimiento. 
Se obtuvieron los esqueletos de los ejemplares después de su fileteo en estado de 
rigor mortis. La sangre se tomó por la vena caudal con una pipeta pasteur de vidrio, 
previamente empapada con una disolución acuosa de heparina sódica de 30 
unidades/mL y 150 mM de cloruro sódico, después de haberle cortado la punta de la 
cola al esqueleto. La sangre extraída se mezcló inmediatamente con 1 volumen de la 
disolución salina de heparina sódica. 
  
Sobre la sangre con heparina, se añadieron 4 volúmenes de una disolución de 
cloruro sódico al 1,7 %, preparada en Tris 1 mM, pH 8,0. La suspensión resultante se 
centrifugó a 700 g y 4ºC, durante 10 min, en una centrífuga clínica IEC (Needham 
Heights, MA, USA). La centrifugación permitió la separación del plasma y los glóbulos 
rojos, que precipitaron. Después de eliminar el plasma, disolución sobrenadante, los 
glóbulos rojos se lavaron 3 veces por resuspensión en 10 volúmenes de la disolución de 
cloruro sódico al 1,7 % y posterior centrifugación a 700 g. La rotura de las membranas 
de los glóbulos rojos, para la liberación de la hemoglobina, se realizó mediante la 
incubación de los glóbulos rojos con 3 volúmenes de una disolución 1 mM de Tris, pH 
8,0, en hielo, durante 1 h. Después se añadieron 0,1 volúmenes de una disolución 
acuosa de NaCl 1 M, para favorecer la eliminación de las membranas celulares de los 
glóbulos rojos, o estroma. La centrifugación a 28000 g y 4 ºC, durante 15 min, en una 
ultracentrífuga Beckman L5-65B o Beckman OPTIMA XL (Beckman Instruments Inc, 
Palo Alto, CA, USA) permitió la separación de la hemoglobina y del estroma, que 
precipitó. 
 
La hemoglobina se almacenó a -80 ºC hasta su utilización, descongelándose justo 
antes de su empleo. 
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2.3. CUANTIFICACIÓN DE LA HEMOGLOBINA. 
 
Los niveles de hemoglobina en el hemolizado, se determinaron con el método de 
Brown (1961). Como se ha indicado en la sección experimental del capítulo 3, este 
método se fundamenta en la medida espectrofotométrica del derivado de la 
hemoglobina con el monóxido de carbono, en la región de 380-440 nm, o región Soret. 
  
Procedimiento. 
El hemolizado se diluyó entre 100-150 veces en una disolución 50 mM de Tris, pH 
8,6. En el hemolizado diluído (3 mL), se adicionó aproximadamente 1 mg de ditionato 
sódico, agitando con una espátula hasta su perfecta disolución. El hemolizado se 
burbujeó con monóxido de carbono gas durante 20 s y se midió la absorbancia de la 
muestra en la región Soret del espectro, en un espectrofotómetro de doble haz Hitachi 
U-3110 (Hitachi Instruments, Inc, San Jose, CA, USA), o bien, en un espectrofotómetro 
de un solo haz Beckman DU 640 (Beckman Instruments Inc, Palo Alto, CA). El blanco 
se realizó con la disolución de Tris 50 mM.  
 
Se empleó la diferencia de absorbancia entre el valor máximo y el mínimo del pico 
Soret, para cuantificar el contenido de hemoglobina. La recta de calibrado se construyó 
usando hemoglobina bovina como patrón.  
 
2.4. MEDIDA DE LA OXIGENACIÓN DE LA HEMOGLOBINA. 
 
La medida del estado de oxigenación de la hemoglobina por efecto del pH, se 
estimó con el espectro visible de absorción entre 500 y 640 nm, como describen 
Richards y Hultin (2000). La hemoglobina con sus cuatro grupos hemo conteniendo un 
átomo de oxígeno, o oxihemoglobina, presenta en esta zona un espectro característico, 
con dos picos perfectamente definidos (Winterbourn, 1990).  
 
Procedimiento. 
Una alícuota de hemoglobina se disolvió en disoluciones tampón de fosfato sódico 
50 mM, del pH requerido. La concentración final de hemoglobina fue de 1 µM. El 
contenido relativo de oxígeno de la hemoglobina se investigó en el rango de pH 3,5-8,0. 
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La absorbancia entre 500 y 640 nm se registró en un espectrofotómetro Hitachi U-3110. 
La disolución tampón de fosfato sódico se empleó como blanco. 
 
La hemoglobina oxigenada presenta en esta zona del espectro dos picos de 
absorción, y la intensidad de uno de estos picos se empleó como medida relativa del 
contenido de oxígeno. En concreto, se empleó como medida relativa de la oxigenación, 
la diferencia de absorbancia entre 574 nm, donde se situó un máximo de absorción para 
la hemoglobina de bacalao, y 560 nm, donde se localizó el valle del pico. Un alto 
contenido de oxígeno origina grandes diferencias de absorbancia entre el pico y el valle.  
 
2.5. MEDIDA DE LA AUTOOXIDACIÓN DE LA HEMOGLOBINA. 
 
La oxidación espontánea de la hemoglobina se determinó mediante el análisis de los 
cambios espectrales originados durante la incubación la hemoglobina. La oxidación de 
la hemoglobina produce cambios drásticos en el espectro de absorción de la 
hemoglobina (Winterbourn, 1990; Kristinsson y Hultin, 2004b). La velocidad de autooxidación 
se determinó a partir de la velocidad de formación de la especie oxidada de la 
hemoglobina, o metahemoglobina. La concentración de metahemoglobina se obtuvo 
mediante la ecuación propuesta por Winterbourn (1990), para el análisis de mezclas 
binarias de oxihemoglobina y metahemoglobina. Esta ecuación determina la 
concentración molar de metahemoglobina basándose en los coeficientes de extinción 
molar y en la elevada absorción de la metahemoglobina a 630 nm: 
 
[metHb] = (27,9 A630 - 0,3 A576)  
 
donde A630 y A576 representan la absorbancia de la mezcla a 630 y 576 nm. La 
concentración de metahemoglobina viene expresada en unidades de µM. 
 
La reducción de la absorbancia del pico de 576 nm con el tiempo, también se 
empleó para estimar la autooxidación de la hemoglobina (Undeland y col., 2004). La 
absorbancia del pico se obtuvo restando la absorbancia en el máximo, observado a 576 
nm para la hemoglobina de jurel, y la absorbancia en el valle del pico (560 nm). 
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Procedimiento. 
Para el estudio del efecto del pH sobre la velocidad de autooxidación de la 
hemoglobina, se diluyó hemoglobina de bacalao en una disolución acuosa de 0,12 M de 
cloruro potásico y 5 mM de L-histidina, con el pH adecuado. La concentración final de 
hemoglobina fue de 10 µM. La hemoglobina se incubó a 6-8 ºC y a distintos tiempos de 
incubación se obtuvieron los espectros de absorción de 360 a 640 nm. El blanco 
contenía solamente la disolución tampón. La velocidad de autooxidación de la 
hemoglobina se determinó a partir de la velocidad de formación de la metahemoglobina, 
cuya concentración se calculó con la ecuación anteriormente mencionada. 
 
Para el estudio del efecto de los compuestos fenólicos: OW, fracción IV, 
hidroxitirosol y propilgalato, sobre la autooxidación de la hemoglobina, se diluyó 
hemoglobina de jurel en una disolución 0,12 M de KCl y 5 mM de L-histidina, de pH 
6,8. La concentración final de la hemoglobina y de los compuestos fenólicos fue 10 µM 
y 4 µM, respectivamente. La autooxidación de la hemoglobina se determinó con la 
variación de la diferencia de absorbancia entre 576 y 560 nm, durante la incubación de 
las muestras a 20 ºC. 
 
2.6. EXTRACCIÓN DEL SISTEMA MICROSOMIAL DEL MÚSCULO.  
 
El sistema microsomial está constituido básicamente por las membranas celulares de 
los orgánulos citoplasmáticos: retículo endoplasmático, ribosomas, lisosomas y 
microsomas. Estas membranas proporcionan el sustrato lipídico, susceptible de sufrir 
oxidación, y las enzimas reductoras de hierro, que pueden activar la oxidación. El 
sistema microsomial se obtuvo del músculo blanco de bacalao o de merluza, mediante la 
adaptación del método de McDonald y Hultin (1987), que se basa en la centrifugación 
diferencial del tejido muscular. 
 
Procedimiento. 
Se añadieron sobre el músculo blanco picado, cuatro volúmenes de una disolución 
tampón de 0,1 M de HEPES, de pH 7,5, y el músculo se trituró perfectamente en un 
homogenizador Ultra-Turrax. El pH del homogenizado se ajustó a 7,5 con hidróxido 
sódico diluido, en el caso necesario. Se realizó una centrifugación a 10000 g y 4 ºC, 
durante 20 min, para precipitar las proteínas miofibrilares. La disolución sobrenadante 
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se recuperó y se centrifugó a 130000 g y 4 ºC, durante 30 min, para la sedimentación 
del sistema microsomial. El sistema microsomial se resuspendió en una disolución de 
0,12 M de KCl y 5 mM de L-histidina, de pH 6,8, con la ayuda de un homogenizador 
manual de émbolo (AFORA, Barcelona). El sistema de membranas se almacenó a -80 
ºC hasta su uso, durante un período no superior a una semana. 
 
2.7. PREPARACIÓN DEL SISTEMA MODELO MICROSOMIAL. 
 
El sistema microsomial se empleó para estudiar el efecto inhibidor de los 
polifenoles del bagazo, OW y fracción IV, del hidroxitirosol y del propilgalato, sobre la 
actividad prooxidante de la hemoglobina y del hierro libre, enzimático y no enzimático. 
 
El sistema microsomial activado por hemoglobina se desarrolló siguiendo el 
siguiente protocolo, y los sistemas de hierro enzimático y no enzimático se prepararon 
por adaptación del protocolo de Soyer y Hultin . 
 
Procedimiento. 
Los sistemas microsomiales se prepararon, en frascos erlenmeyer de 25 mL, en una 
disolución acuosa de 0,12 M de KCl y 5 mM de L-histidina del pH requerido. Los 
sistemas de hemoglobina estaban formados por las membranas, en una concentración 
final de 0,7 mg de proteína microsomial por mL y por la hemoglobina, empleada en una 
concentración de 0,5-15 µM. En los controles se sustituyó la hemoglobina por la 
alícuota correspondiente de Tris 1 mM, de pH 8,0. Los sistemas de hierro enzimático se 
prepararon con la adición de una concentración final de 20 µM de hierro férrico, 100 
µM de ADP, 100 µM de NADH y 0,7 mg de proteína microsomial por mL. En los 
sistemas de hierro no enzimático se añadieron 100 µM de ascorbato, en sustitución del 
NADH. La oxidación se inició con la adición de la hemoglobina, o de las membranas, 
en los sistemas de hemoglobina y hierro libre, respectivamente. El pH de las muestras 
se determinó antes de haber iniciado la oxidación, y en caso necesario, se ajustó con 
ácido clorhídrico y sosa. El volumen final de las muestras fue de 5-8 mL. Las muestras 
se incubaron en un baño de agua circulante, termostatizado a 6 o 20 ºC. Todos los 
reactivos se prepararon frescos y se emplearon inmediatamente después. 
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Los experimentos de incubación previa de las membranas a pH 3,5, se realizaron 
mediante la suspensión de las membranas en una disolución acuosa de 0,12 M de KCl y 
5 mM de L-histidina, de pH 3,5. Después de 30 min de incubación de las muestras a 6 
ºC, el pH del sistema se reajustó con una disolución de ácido clorhídrico diluido, hasta 
el valor de pH en el que se llevó a cabo la oxidación. 
 
Los compuestos fenólicos se incorporaron en disolución acuosa, previo al inicio del 
proceso oxidativo. En las muestras control, las disoluciones fenólicas se sustituyeron 
por agua. Los valores iniciales de los parámetros oxidativos se midieron en sistemas que 
presentaban la misma concentración de membranas pero que no contenían los sistemas 
prooxidantes. 
 
El desarrollo de la oxidación en los sistemas microsomiales se evaluó con el valor 
de peróxidos, el índice de TBA y la pérdida de grupos sulfidrilo de las proteínas. 
 
2.8. ESTUDIO DE LA AGREGACIÓN DE LAS MEMBRANAS. 
 
Se estudió la influencia del pH 6,0 y 7,0, y del tiempo de incubación, en la 
agregación/fusión de las membranas en suspensión. La agregación se estimó 
determinando la concentración de las proteínas solubles después de una centrifugación a 
baja velocidad, ya que la agregación de las membranas facilita su sedimentación con 
una reducida fuerza centrífuga. 
 
Procedimiento 
Una alícuota de las membranas se suspendió sobre una disolución de 0,12 M de KCl 
y 5 mM de L-histidina de pH 6,0 y 7,0. La concentración final fue de 0,7 mg de proteína 
microsomial por mL. Después de la incorporación de las membranas, el pH del medio 
se chequeó y las muestras se incubaron a 6 ºC. A distintos intervalos de incubación, se 
determinó la cantidad de proteínas que se mantenían en el sobrenadante después de la 
centrifugación a 1500-2000 g y 6 ºC, durante 10 min. La centrifugación se realizó en 
una centrífuga clínica IEC (International Equipment Co., Needham, MA, USA). 
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2.9. INCORPORACIÓN DE LOS ANTIOXIDANTES EN LAS 
MEMBRANAS. 
 
Se estudió la afinidad de los polifenoles del bagazo, extracto total OW y fracción 
IV, del hidroxitirosol y del propilgalato, para incorporarse en las membranas. Las 
membranas se suspendieron en una disolución acusa de los compuestos fenólicos. La 
adsorción de los fenoles sobre las membranas se estimó mediante la pérdida de los 
compuestos fenólicos de la disolución, después de haber estado en contacto con las 
membranas. La concentración de los compuestos fenólicos en disolución se determinó 
por el método de Folin-Ciocalteu, descrito en el capítulo 1. 
 
Procedimiento. 
Se preparó una disolución acuosa de aproximadamente 6 mg/mL de OW, fracción 
IV e hidroxitirosol y una disolución acuosa de aproximadamente 0,5 mg/mL de 
propilgalato, debido a la menor solubilidad del propilgalato en agua. Se diluyeron 0,4 
mL de la disolución acuosa de OW, fracción IV e hidroxitirosol en disoluciones de 0,12 
M de KCl y 5 mM de L-histidina, de pH 6,8. Un volumen de 1,2 mL de la disolución 
acuosa de propilgalato se diluyó en la disolución de KCl/histidina. En las disoluciones 
fenólicas preparadas, se añadieron membranas extraídas de merluza, hasta una 
concentración final de 0,7 mg de proteína microsomial por mL. El volumen final de los 
sistemas fue de 12 mL. Los sistemas se mezclaron adecuadamente por agitación durante 
1 min. Después de comprobar que el pH de las muestras se era próximo a 6,8, las 
muestras se incubaron a temperatura ambiente, y en oscuridad, durante 30 min. 
Transcurrida la incubación, se realizó la separación de la fase acuosa y el sistema 
microsomial, mediante la sedimentación de las membranas por centrifugaron a 130000 
g y 4 ºC, durante 30 min, en una ultracentrífuga Beckman OPTIMA XL. Se tomaron 0,8 
mL del sobrenadante resultante, se saturó con 352 mg de sulfato amónico y se añadieron 
3,0 µL de NaOH 1 M. Esta etapa se realizó para precipitar las proteínas que pudieran 
permanecer en la fase acuosa, ya que las proteínas pueden interferir en la cuantificación 
de los fenoles por el método de Folin-Ciocalteu. Las muestras se incubaron durante 1 h 
a 6 ºC. Finalizado el período de incubación, las muestras se centrifugaron a 1500-2000 g 
y se tomaron volúmenes de 0,1-0,2 mL de las disoluciones fenólicas sobrenadantes, 
para realizar la cuantificación del contenido fenólico de acuerdo con el método de 
Folin-Ciocalteu.  
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Adicionalmente se prepararon disoluciones fenólicas sin membranas microsomiales, 
para determinar la concentración inicial de los compuestos fenólicos en disolución. 
 
El porcentaje de compuestos fenólicos incorporados en las membranas se calculó 
con la siguiente expresión:  
 
Porcentaje incorporado en las membranas = 100
0
0 ×−
C
CC  
 
donde C0 es la concentración de fenoles en la disolución libre de membranas y C es 
la concentración de fenoles que quedan en la disolución, después de haber puesto en 
contacto la disolución fenólica con las membranas. 
 
2.10. PREPARACIÓN DEL SISTEMA MODELO DE MÚSCULO LAVADO. 
 
El músculo de bacalao lavado se empleó como sustrato de la oxidación y se 
preparó siguiendo el método descrito por Richards y Hultin (2000). 
 
Procedimiento. 
El músculo blanco de bacalao se picó con una trituradora Kitchen Aid (Kitchen Aid 
Inc., MI, USA). El músculo picado se lavó dos veces en agua, empleando una relación 
1:3 (p/v) de músculo y agua. La mezcla de agua/músculo se agitó con una espátula 
durante 2 min y se mantuvo en reposo durante 15 min, y posteriormente se escurrió el 
músculo. Después el músculo se mezcló con disoluciones tampón, formadas por 50 mM 
de fosfato sódico, 0,12 M cloruro potásico y 5 mM de L-histidina, de pH 5,8, 6,8 y 7,8. 
La relación músculo/disolución tampón fue 1:3 (p:v). La mezcla se homogenizó durante 
1 min usando un homogenizador-triturador Polytron (Brinkman Instruments, NY, 
USA), y se mantuvo sobre hielo durante 15 min. Posteriormente, las muestras se 
centrifugaron a 15000 g y a 4 ºC, durante 20 min, para la eliminación del exceso de fase 
acuosa. El músculo obtenido se congeló a -80 ºC hasta su uso. 
  
El músculo se descongeló antes de su uso, al poner en contacto el músculo 
contenido en bolsas cerradas, con agua fría. Después de ajustar el pH del músculo a 3,5, 
6,8 y 7,8, se midió la humedad del músculo. El músculo lavado de pH 5,8 se utilizó para 
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la obtención del músculo con pH 3,5. No se obtuvo directamente el músculo lavado a 
pH 3,5, debido a la alta solubilidad de las proteínas a este valor de pH. El pH 3,5 se 
mantuvo durante 30 min, en los sistemas incubados previamente a pH 3,5, y 
transcurrido este tiempo el pH se reajustó a pH 6,8 y 7,8. El pH del músculo se 
determinó con un medidor de pH Orion 420 A (Orion, Boston, MA, USA), después de 
la homogenización de 1 g de músculo en 9 mL de agua. El pH del músculo se ajustó 
mediante la adición, gota a gota, de disoluciones acuosas de HCl y NaOH. El contenido 
en humedad se evaluó como describe la AOAC (1985), procedimiento ya descrito en el 
capítulo 3. 
 
En el músculo lavado se añadieron 200 ppm de sulfato de estreptomicina para 
inhibir el crecimiento microbiano durante los experimentos. La oxidación del músculo 
lavado se inició con la adición de la hemoglobina de bacalao, empleando una 
concentración final de 3 µmoles de hemoglobina por kg de músculo. En las muestras 
control, la hemoglobina se sustituyó por una misma alícuota de la disolución Tris 1 
mM, de pH 8,0. La humedad final del músculo se ajustó al 88 %. 
 
Las muestras se incubaron en recipientes abiertos, a aproximadamente 4 ºC. El 
índice de TBA se empleó como parámetro del desarrollo de la oxidación lipídica. 
 
2.11. DETERMINACIÓN DE LOS HIDROPERÓXIDOS: VALOR DE 
PERÓXIDOS. 
 
El contenido de hidroperóxidos se determinó en las membranas mediante la 
adaptación del método de Chapman y Mckay (1949), sugerida por Buege y Aust (1978) 
para su aplicación a sistemas microsomiales. Este método está basado en la capacidad 
de los hidroperóxidos para oxidar el hierro ferroso a hierro férrico. El hierro férrico se 
determina por la medida de la absorbancia, a 500 nm, del complejo que forma con el 
tiocianato. 
 
Procedimiento. 
Se tomó un volumen de la suspensión microsomial (0,1-0,3 mL), a distintos tiempos 
de incubación, y se diluyó en 5 mL de diclorometano/metanol (2:1). El volumen de la 
muestra se completó hasta 1 mL, con una disolución de 0,12 M de KCl y 5 mM de L-
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histidina, de pH 6,8. La mezcla resultante se homogenizó perfectamente mediante la 
agitación intensa en un vortex. La centrifugación a 1000 g durante 5 min, permitió la 
separación de la fase metanol/agua y el diclorometano. La fase superior de 
metanol/agua se eliminó mayoritariamente con una pipeta de vidrio y se recuperaron 2,7 
mL de la fase orgánica de diclorometano. En la fase de diclorometano se añadieron 0,5 
mL de metanol y 30 µL de una disolución acuosa de tiocianato amónico al 30% (p/v). 
La adición de metanol evitó la formación de turbidez al incorporar las disoluciones 
acuosas en la fase orgánica de diclorometano. Finalmente, se añadieron 30 µL de una 
disolución acuosa de 2 mg/mL de FeCl2.4H2O, en HCl al 3,5 %. Se determinó la 
absorbancia de la muestra a 500 nm, 5 min después de haber introducido el cloruro 
ferroso. En los blancos, las membranas se sustituyeron por la disolución acuosa de 
KCl/histidina. 
 
La recta de calibrado se construyó en el rango de concentraciones 1-14 µM de hierro 
férrico, empleando disoluciones conocidas de FeCl3.6H2O. 
 
La concentración de hidroperóxidos se expresó en miliequivalentes de oxígeno por 
mg de proteína microsomial. Para ello se consideró que 1 meq. de oxígeno se 
corresponde con 1 meq. de hierro férrico (Chapman y Mackay, 1949). 
 
2.12. DETERMINACIÓN DE LOS ALDEHÍDOS: ÍNDICE DEL ÁCIDO 
TIOBARBITÚRICO. 
 
El índice del ácido tiobarbitúrico (TBA) se determinó en los sistemas de 
membranas y en el músculo lavado, por adaptación del procedimiento descrito por 
Mcdonald y Hultin (1987). 
 
Procedimiento. 
Se preparó diariamente una disolución compuesta por ácido tricloroacético (TCA) 
al 15 % (p/v) y ácido tiobarbitúrico (TBA) al 0,375 %, en HCl 0,25 M. La disolución se 
calentó ligeramente para facilitar la disolución de los componentes. Después se 
añadieron 3 mL de BHT al 2 %, en etanol absoluto, por cada 100 mL de disolución de 
TCA/TBA. La adición de BHT, compuesto antioxidante sintético, tiene como finalidad 
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inhibir la rotura de los hidroperóxidos, catalizada por las hemoproteínas y el hierro 
libre, durante el calentamiento de las muestras.  
 
En el intervalo de tiempo apropiado, se tomó una alícuota del sistema microsomial 
(0,1-0,3 mL), o una porción de músculo de bacalao lavado (0,1-0,3 g), y se introdujo en 
un tubo de vidrio con 2,7, o 3,0 mL, de la disolución de TCA/TBA/BHT, según se 
tratase del sistema microsomial o del músculo lavado, respectivamente. El volumen 
total correspondiente al sistema microsomial se llevó a 3 mL, con la disolución de 0,12 
M de cloruro potásico y 5 mM de L-histidina. El contenido del tubo se mezcló 
inmediatamente con un vortex y la muestra se calentó en un baño de agua a 97 ºC, 
durante 15 min. Después del enfriamiento de las muestras, se centrifugaron a 1000 g y 6 
ºC, durante 10 min, para sedimentar la materia floculante. Finalmente, se midió la 
absorbancia del líquido sobrenadante a 532 nm. En los blancos el sistema microsomial 
se sustituyó por la disolución de KCl/Histidina. 
 
El 1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP), que se hidroliza a malonaldehído (MDA) en 
medio ácido, se empleó como patrón para la realización de la recta de calibrado. 
 
Los datos se expresaron en nmol MDA por mg de proteína microsomial, en los 
sistemas de membranas, y en µmol de MDA por Kg de músculo, para los sistemas de 
músculo lavado. 
 
2.13. DETERMINACIÓN DE LA PÉRDIDA DE LOS GRUPOS 
SULFIDRILO. 
 
El consumo de los grupos sulfidrilo, o grupos tiol (-SH), es una medida de la 
oxidación de las proteínas (Soszynski, 1997). Los grupos sulfidrilo son zonas de las 
proteínas susceptibles a reaccionar con los radicales libres. Los grupos sulfidrilo se 
analizaron con el método propuesto por Viner y col. (1997), basado en la detección 
colorimétrica del complejo amarillo formado entre el grupo sulfidrilo y el ácido 5,5´-
ditiobis(2-nitrobenzoico) (DTNB).  
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Procedimiento. 
Se preparó diariamente una disolución de fosfato sódico 10 mM, conteniendo un  
2,5 % (p/v) de SDS, de pH 7,4. A distintos tiempos de incubación, se tomaron 0,3 mL 
de la suspensión microsomial, y se añadieron en 1,5 mL de la disolución fosfato 
sódico/SDS. El SDS se empleó para desnaturalizar las proteínas y facilitar la 
cuantificación de los grupos sulfidrilo. Posteriormente, se añadieron 0,2 mL de una 
disolución acuosa de DTNB 2 mM, y después de mezclar adecuadamente las muestras 
con un vortex, se incubaron en un baño de agua a 37 ºC, durante 30 min. Transcurrido 
ese tiempo se midió la absorbancia de las muestras a 412 nm. En los blancos, la alícuota 
del sistema microsomial se reemplazó por la disolución KCl/histidina. 
 
La glutationa reducida se empleó como patrón en la recta de calibrado. El contenido 
de grupos sulfidrilo se expresó en nmol de -SH por mg de proteína microsomial. 
 
2.14. DETERMINACIÓN DEL CONTENIDO DE PROTEÍNAS. 
 
La cantidad de proteínas se determinó siguiendo la modificación del método de 
Lowry (1951), propuesta por MarKwell y col. (1978), para la cuantificación de proteínas 
en sistemas de membranas y lipoproteínas. El método se basa en la reducción del 
reactivo de Folin-Ciocalteu por los aminoácidos tirosina, triptófano y en menor grado, 
cisteína e histidina, de las proteínas, formándose un complejo de molibdeno de color 
azul, con un máximo de absorción a 660 nm. El cobre (II) cataliza esta reacción. 
 
Procedimiento. 
Se prepararon los reactivos: reactivo A, formado por una disolución acuosa de 
carbonato sódico al 2,0%, hidróxido sódico al 0,4%, tartrato sódico-potásico al 0,16% y 
docecilsulfato sódico (SDS) al 1%; y reactivo B, compuesto por una disolución acuosa 
de sulfato cúprico (CuSO4) al 4 %. Ambas disoluciones fueron estables a temperatura 
ambiente.  
 
Se combinaron 100 volúmenes del reactivo A, con 1 volumen del reactivo B, para 
formar el reactivo C. La muestra se diluyó en sosa 0,1 M, para rendir una disolución de 
10 a 100 µg de proteína/mL. Después, se añadieron 3 mL de reactivo C en 1 mL de 
muestra diluida. El conjunto se mezcló perfectamente en un vortex y se incubó a 
Capítulo 4: 2. Material y métodos. 
 - 232 -
temperatura ambiente durante 30 min. Finalizada la incubación, se añadieron 0,3 mL del 
reactivo de Folin-Cioculteu 1 N y se mezcló mediante agitación intensa. La disolución 
resultante se incubó a temperatura ambiente durante 45 min, y transcurrido ese tiempo 
se registró la absorbancia de las muestras a 660 nm. En los blancos la muestra se 
sustituyó por sosa 0,1 M. 
 
La recta de calibrado se construyó con albúmina de suero bovino como patrón.  
 
2.15. EXTRACCIÓN DE LOS LÍPIDOS. 
 
Los lípidos totales se aislaron por adaptación del método de extracción descrito 
por Lee y col. (1996), usando una mezcla de cloroformo/metanol (1:1). Este método 
consiste en la extracción de los lípidos, mayoritariamente triacilglicéridos y 
fosfolípidos, con cloroformo (CHCl3).  
 
Procedimiento. 
Para la extracción de los lípidos totales del músculo lavado de bacalao, se 
homogenizaron 10 g de músculo picado con 50 mL de CHCl3/MeOH (1:1), en una jarra 
picadora de acero (Eberbach Co., Michigan, USA). La fase líquida se introdujo en un 
embudo de decantación, después de su filtración en un filtro de papel. El metanol y el 
cloroformo se mantuvieron en contacto durante 10 min y transcurrido ese tiempo, se 
añadieron 20 mL de una disolución acuosa de cloruro sódico al 0,5 % (p/v), para 
favorecer la separación de las fases. Las fases se mezclaron perfectamente y 
posteriormente, los embudos se dejaron reposar durante al menos 3 h, a 6 ºC, para lograr 
una buena separación de las fases. La fase inferior de cloroformo, se recuperó y se 
empleó para el análisis del contenido total de grasa y del contenido de fosfolípidos.  
 
Para la extracción de los lípidos totales del sistema microsomial, se añadieron 3 
mL de la suspensión microsomial en un embudo de decantación con 50 mL de 
CHCl3/MeOH (1:1). El procedimiento de extracción de los lípidos se desarrolló 
posteriormente como se indicó para la extracción lipídica del músculo. 
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2.16. DETERMINACIÓN DEL CONTENIDO DE LÍPIDOS TOTALES. 
 
El contenido total de lípidos se determinó por análisis gravimétrico de 5 mL de la 
fase clorofórmica, después de su evaporación sobre una superficie caliente, como 
describen Herbes y Allen (1983). Este procedimiento está descrito en el capítulo 3. 
 
2.17. DETERMINACIÓN DEL CONTENIDO DE FOSFOLÍPIDOS. 
 
La cantidad de fosfolípidos se obtuvo a partir de la medida del fósforo en el 
extracto lipídico, como describen Richards y Hultin (2001). La determinación se basa en 
la digestión ácida del fósforo orgánico, pasando a fósforo inorgánico. El fosforo 
inorgánico, en medio ácido y en presencia de un agente reductor, como es el ácido 
ascórbico, reacciona con el molibdato amónico, para formar un complejo de color azul, 
que se mide a 797 nm. 
 
Procedimiento. 
Se evaporó el cloroformo de una alícuota de 0,1 mL del extracto lipídico, 
mediante el calentamiento sobre una superficie a 100 ºC. Se añadieron 0,1 mL de ácido 
sulfúrico concentrado y el conjunto se calentó a 155 ºC, durante 10 min. Una vez frías 
las muestras, se mezclaron con 0,15 mL de una disolución de peróxido de hidrógeno al 
6 %. Las muestras se calentaron a 155 ºC, durante 40 min. Después de enfriar, se 
incorporaron 2 mL de agua y 0,8 mL de una mezcla 1:1 de molibdato amónico 10,1 mM 
y de ácido ascórbico 0,28 M, que se preparó fresca inmediatamente antes de ser 
empleada. Finalmente, las muestras se calentaron, en tubos cerrados, en un baño de 
agua a 97 ºC, durante 7 min. Se registró la absorbancia de la muestras a 797 nm.  
 
La curva de calibrado se construyó empleando disoluciones acuosas de fosfato 
disódico de concentración conocida. Los niveles de fósforo inorgánico se transformaron 
en contenido fosfolipídico, al considerar un peso molecular medio para los fosfolípidos 
de 750 Da.  
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2.18. DETERMINACIÓN DE LA EFECTIVIDAD ANTIOXIDANTE. 
 
La eficacia antioxidante se analizó comparando las muestras con los aditivos 
fenólicos antioxidantes, con muestras control que no contenían estos aditivos fenólicos. 
La actividad antioxidante de los compuestos fenólicos se determinó a partir de los 
períodos de inducción, los porcentajes de inhibición y la cantidad máxima de productos 
de oxidación formados.  
 
2.19. ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 
 
De cada muestra se prepararon al menos dos replicas y los análisis se realizaron por 
duplicado. Los resultados se muestran como la media ± desviación estándar. A los datos 
se les aplicó un análisis de varianza de una vía, o ANOVA (Sokal y Rohlf, 1981), (p < 0,01) 
y las medias se compararon con el método de la diferencia de los mínimos cuadrados 
(LSD, least-squares difference). El análisis estadístico se realizó con el paquete 
estadístico Statistica 6.0 (Statsoft, Tulsa, OK, USA). 
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3. RESULTADOS. 
 
3.1. COMPOSICIÓN DEL MÚSCULO INTACTO, MÚSCULO LAVADO Y 
MICROSOMAS DE BACALAO. 
 
El bacalao es un pescado magro, y ello concuerda con los resultados obtenidos, que 
mostraron en el músculo de bacalao un contenido total de grasa inferior al 1 %. Los 
fosfolípidos constituyeron más del 83 % del contenido total de grasa (Tabla 4.1). La 
cantidad porcentual de agua y proteína, en el músculo de bacalao, fue del 81 y 17 %, 
respectivamente.  
 
El músculo lavado presentó menor porcentaje de grasa y proteína, que el músculo 
intacto, y mayor cantidad de agua. La relación fosfolípidos/lípidos totales aumentó 
ligeramente con el proceso de lavado, de manera que en el músculo lavado los 
fosfolípidos constituyeron el 84,8 % de total de lípidos. 
  
El rendimiento del procedimiento de extracción de membranas fue de 520 mg de 
membrana, en base seca, por cada 100 g de músculo de bacalao. Las membranas, en 
base seca, presentaron un 32,7 % de lípidos, frente al 3-5 % encontrado en el músculo 
de bacalao intacto y en el músculo lavado (Tabla 4.1). Los lípidos de los microsomas 
fueron principalmente fosfolípidos.  
 
 
Tabla 4.1. Análisis composicional del músculo intacto, del músculo lavado y de los microsomas de 
bacalao. A, B 
 Composición (%) 
 Base húmeda Base seca 
Muestra Agua Proteínas Lípidos totales Fosfolípidos Proteínas 
Lípidos 
totales Fosfolípidos 
Músculo 
intacto 81,2 ± 0,1
a 16,7 ± 0,9a 0,94 ± 0,03a 0,78 ± 0,04a 94,6 ± 5,1a 5,3  ± 0,2a 4,4 ± 0,2a 
Músculo 
lavado 86,7 ± 0,1
b 13,3 ± 0,3b 0,46 ± 0,05b 0,39 ± 0,01b 96,7 ± 2,3a 3,3 ± 0,4b 2,9 ± 0,1b 
Microsomas     67,3 ± 1,8b 32,7 ± 1,3c 32,0 ± 0,9c 
A Se indican los valores promedio y las desviaciones estándar de 6 muestras, analizadas por 
duplicado.  
B Los valores en cada columna con el mismo superíndice no mostraron diferencias significativas (p < 
0,01). 
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3.2. OXIGENACIÓN Y AUTOOXIDACIÓN DE LA HEMOGLOBINA DE 
BACALAO.  
 
Se estudiaron aspectos como la afinidad de la hemoglobina por el oxígeno y la 
velocidad de autooxidación de la hemoglobina, y el efecto que en estas propiedades 
tiene el pH, ya que parecen aspectos fundamentales en la actividad prooxidante de las 
hemoglobinas de pescado. En concreto, se caracterizó la afinidad por el oxígeno y la 
velocidad de autooxidación de la hemoglobina de bacalao. 
 
3.2.1. Oxigenación de la hemoglobina: efecto del pH. 
 
La afinidad de la hemoglobina de bacalao por el oxígeno, disminuyó en condiciones 
ácidas, como quedó reflejado en los espectros de absorción de la hemoglobina, entre 
500-650 nm (Figura 4.1). La diferencia de absorbancia entre el pico de absorción 
situado a 574 nm y el valle a 560 nm, se redujo con el descenso del valor de pH. La 
reducción del pH de 7,6 a 6,0, disminuyó drásticamente la oxigenación de la 
hemoglobina. A pH 6,0, la hemoglobina no mostró un máximo a 574 nm. Este espectro 
indicó que la hemoglobina está mayoritariamente desoxigenada. La oxigenación de la 
hemoglobina no mejoró en el rango de pH 6,0-3,5.  
 
A valores de pH de 6,0, e inferiores, se observó un aumento de la absorbancia a 630 
nm, que indicó la formación de cierta cantidad de metahemoglobina, y por tanto que la 
hemoglobina se había oxidado en cierto grado.  
 
A la vista de los profundos cambios producidos en la oxigenación de la 
hemoglobina de bacalao en el intervalo de pH 6,0-7,6, rango que contiene los valores de 
pH normalmente encontrados en el músculo de pescado, se decidió estudiar en mayor 
profundidad la oxigenación relativa de la hemoglobina en este intervalo de pH. Los 
resultados indicaron que el descenso del pH de 8,0 a 7,6 disminuyó levemente la 
oxigenación de la hemoglobina (Figura 4.2). Sin embargo, la reducción del pH de 7,2 a 
6,4 redujo drásticamente la afinidad de la hemoglobina por el oxígeno. A pH 6,4, la 
hemoglobina de bacalao presentó un contenido mayoritario de su forma desoxigenada, o 
desoxihemoglobina. 
Capítulo 4: 3. Resultados. 
 - 237 -
0
0,1
0,2
0,3
0,4
500 550 600 650
Longitud de onda (nm)
A
bs
or
ba
nc
ia
 a 
pH 3,5
pH 5,0
pH 6,0
pH 6,8
pH 7,6
 
Figura 4.1. Efecto del pH en la oxigenación de la hemoglobina. Espectros de absorción de la 
hemoglobina de bacalao en el intervalo de pH 3,5-7,6, obtenidos en disoluciones tampón de fosfato 
sódico 50 mM. Se empleó una concentración de hemoglobina de 6,0 µM. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.2. Oxigenación relativa de la hemoglobina de bacalao en el intervalo de pH 6,0-8,0. La 
hemoglobina se disolvió en disoluciones tampón de fosfato sódico 50 mM. Se empleó una 
concentración de hemoglobina de 1 µM.  
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3.2.2. Autooxidación de la hemoglobina: efecto del pH. 
 
La velocidad de autooxidación de la hemoglobina de bacalao resultó dependiente 
del pH (Figura 4.3). La hemoglobina a pH 6,0 se oxidó mucho más rápido que a pH 
7,5. A pH 6,0, después 1 h de incubación, se observó la formación de metahemoglobina, 
puesto que se produjo un aumento significativo de la absorbancia a 630 nm. La 
concentración de la metahemoglobina continuó aumentando durante las horas 
posteriores, como indica el espectro relativo a las 6 h. Después de 48 h de incubación a 
pH 6,0, fue visible cierta sedimentación de la hemoglobina en el fondo de la cubeta.  
 
A pH 7,5, la hemoglobina presentó mayor estabilidad frente a la oxidación. Después 
de 48 h, se apreció cierta oxidación de la hemoglobina, pero todavía permanecía cierta 
proporción de hemoglobina en forma reducida, ya que se distinguieron en la región de 
500-600 nm los dos picos indicativos de la presencia de oxihemoglobina. La 
hemoglobina debe encontrarse en su forma reducida para poder contener oxígeno. 
 
La Figura 4.4 muestra las cinéticas de formación de la metahemoglobina a pH 6,0, 
6,5, 7,0 y 7,5. La velocidad de autooxidación de la hemoglobina disminuyó claramente 
al aumentar el pH de 6,0 a 7,5. El aumento de la concentración de metahemoglobina 
mostró una relación aproximadamente lineal con el tiempo a todos los valores de pH, 
hasta las 8 h. La velocidad de autooxidación de la hemoglobina se obtuvo de la 
pendiente del ajuste lineal de estas cinéticas. En la Figura 4.5 se representa la velocidad 
de autooxidación de la hemoglobina en función del pH. La velocidad de autooxidación a 
pH 6,0 fue aproximadamente el doble que a pH 6,5. La autooxidación a pH 7,0 se 
redujo más de la mitad con respecto a pH 6,5, mientras que a pH 7,5, la autooxidación 
transcurrió aproximadamente 10 veces más lenta que a pH 7,0. 
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Figura 4.3. Cambios espectrales de la hemoglobina de bacalao a pH 6,0 y 7,5. La hemoglobina se 
disolvió en una disolución de 0,12 M de KCl y 5 mM de L-histidina de los pH antes indicados y se 
incubó a 6-8 ºC. Se empleó una concentración de hemoglobina de 10 µM. 
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Figura 4.4. Cinéticas de formación de la metahemoglobina durante la incubación de la hemoglobina 
de bacalao a los pHs 6,0, 6,5, 7,0 y 7,5. La hemoglobina se disolvió en disoluciones acuosas de 0,12 
M de KCl y 5 mM de L-histidina, y se incubó a 6-8 ºC. Se empleó una concentración de hemoglobina 
de 10 µM. 
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Figura 4.5. Velocidad de autooxidación de la hemoglobina de bacalao en el intervalo de pH 6,0-7,5. 
La hemoglobina se disolvió en disoluciones acuosas de 0,12 M de KCl y 5 mM de L-histidina, y se 
incubó a 6-8 ºC. Se empleó una concentración de hemoglobina de 10 µM. 
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3.3. ACTIVIDAD PROOXIDANTE DE LA HEMOGLOBINA.  
 
3.3.1. Sistemas microsomiales de bacalao. 
 
3.3.1.1. Efecto de la concentración de hemoglobina. 
 
Se estudió el efecto de la concentración de hemoglobina en la oxidación de los 
lípidos y de las proteínas del sistema microsomial, a 6 ºC y pH 6,0. El desarrollo 
oxidativo de los lípidos se determinó mediante la medida de los aldehídos con el índice 
de TBA. La oxidación de las proteínas se estimó a partir de la pérdida de los grupos 
sulfidrilo. 
 
En ausencia de hemoblobina, las membranas no mostraron un aumento significativo 
en la formación de aldehídos después de 5 h de incubación (Figura 4.6). Los resultados 
indican que la hemoglobina activó la oxidación lipídica de las membranas, y que su 
actividad prooxidante fue función de la concentración. El aumento de la concentración 
de hemoglobina de 0 y 15 µM, aceleró la oxidación de los lípidos como pudo apreciarse 
a partir de los períodos de inducción de la formación de aldehídos y de la cantidad total 
de aldehídos generados. Los períodos de inducción de la formación de aldehídos para 
los sistemas con 0,5, 2,0 y 5,0 µM de hemoglobina, fueron respectivamente, 4, 2, y 1,5 
h. Las muestras con una concentración de 15 µM de hemoglobina mostraron un período 
de inducción de aldehídos similar a las muestras con 5 µM de hemoglobina, pero esta 
mayor concentración de hemoglobina aumentó la cantidad total de aldehídos. 
  
Los datos correspondientes a la pérdida de los grupos sulfidrilo (-SH) demostraron 
que la hemoglobina también activó la oxidación de las proteínas de las membranas 
(Figura 4.7). La membranas en ausencia de hemoglobina, no mostraron una pérdida 
significativa de los grupos -SH durante todo el experimento. El aumento de la 
concentración de hemoglobina de 0,5 hasta 5 µM, disminuyó el período de inducción de 
la pérdida de los grupos -SH. La pérdida de los grupos -SH en los sistemas 
microsomiales con 0,5, 2 y 5 µM de hemoglobina comenzó, respectivamente, después 
de 2, 1,5 y 1 h de incubación. 
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Figura 4.6. Efecto de la concentración de hemoglobina de bacalao sobre la formación de aldehídos 
en el sistema microsomial incubado a pH 6,0 y a 6 ºC. 
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Figura 4.7. Efecto de la concentración de hemoglobina de bacalao sobre la pérdida de grupos 
sulfidrilo en el sistema microsomial incubado a pH 6,0 y a 6 ºC. 
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Las muestras con mayor contenido de hemoglobina presentaron unos valores 
iniciales de grupos sulfridrilo superiores, debido a la presencia de grupos sulfidrilo en la 
hemoglobina (Figura 4.7). A pesar de ello, la oxidación de las proteínas microsomiales 
por efecto de la hemoglobina quedó confirmada, ya que los sistemas con hemoglobina 
presentaron concentraciones finales de grupos sulfidrilo inferiores a los niveles que 
presentaron las membranas sin hemoglobina. 
 
 
3.3.1.2. Efecto del pH en la oxidación promovida por la hemoglobina. 
 
Dada la influencia del pH en la oxigenación y en la velocidad de autooxidación de la 
hemoglobina, se determinó el efecto del pH en la actividad prooxidante de la 
hemoglobina sobre los lípidos y las proteínas del sistema microsomial. La oxidación de 
las membranas se activó con 5µM de hemoglobina de bacalao.  
 
Los controles sin hemoglobina, en el rango de pH 3,5-8,4 no mostraron una 
significativa formación de aldehídos, después de más de 8 horas de incubación a 6 ºC. 
Por tanto, el pH no activó por si sólo, la oxidación de los lípidos de las membranas en el 
período de tiempo investigado. 
 
En la muestras con hemoglobina de bacalao, los períodos de inducción de la 
formación de los aldehídos aumentaron en el siguiente orden: pH 6,8 > pH 7,6 > pH 8,4 
≈ pH 6,0 > pH 3,5 (Figura 4.8). Por tanto, en presencia de hemoglobina, la oxidación 
de los lípidos transcurrió más rápidamente a un pH intermedio de 6,8 y los lípidos 
fueron más estables a pH 3,5. En lo que respecta a la cantidad de aldehídos formados, 
las muestras con pH 3,5 y 6,0, originaron mayores valores máximos de aldehídos que 
las muestras con valores de pH más básicos. 
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Figura 4.8. Efecto del pH sobre la formación de aldehídos, en el sistema microsomial activado por 5 
µM de hemoglobina de bacalao y almacenado a 6 ºC. 
 
La oxidación de las proteínas mostró similitudes con la oxidación de los lípidos, 
excepto a pH 3,5. A valores de pH de 6,0 o superiores, los períodos de inducción de la 
pérdida de grupos sulfidrilo indicaron el siguiente orden decreciente en la velocidad de 
oxidación de las proteínas: pH 6,8 > pH 7,6 > pH 8,4 ≈ pH 6,0 (Figura 4.9). Ello indica 
que estos valores de pH ocasionaron el mismo efecto en la actividad oxidante de la 
hemoglobina sobre las proteínas y los lípidos. Con respecto a la velocidad de oxidación 
de las proteínas a pH 3,5, se observó una significativa pérdida de los grupos sulfidrilo 
en los instantes iniciales, previa a la pérdida de grupos sulfidrilo observada en el rango 
de pH 6,0-8,4. Los datos correspondientes a los controles sin hemoglobina, mostraron 
resultados similares. Las membranas a pH 3,5 perdieron aproximadamente el 34,6 % de 
los grupos sulfidrilo después de 5 h de incubación, consumo muy superior al observado 
en el rango de pH 6,0-8,4 (Tabla 4.2). Por tanto, el pH de 3,5 afectó directamente a la 
estabilidad de los grupos sulfidrilo, al catalizar su consumo. 
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Figura 4.9. Efecto del pH sobre la pérdida de grupos sulfidrilo, en el sistema microsomial activado 
por 5 µM de hemoglobina de bacalao y almacenado a 6 ºC. 
 
Tabla 4.2. Pérdida de grupos sulfidrilo en las muestras microsomiales control, en ausencia de 
hemoglobina, después de 5 h de incubación a diferentes valores de pH y a 6 ºC. 
 
Grupos -SH consumidos 
(%) 
pH 8,4 5,4 
pH 7,6 1,6 
pH 6,8 5,6 
pH 6,0 5,8 
pH 3,5 34,6 
 
Los resultados confirmaron que en las muestras de membranas con hemoglobina, se 
consumieron grupos sulfidrilo de la hemoglobina y de las membranas. Del total de 250-
240 nmol -SH/mg proteína iniciales, aproximadamente 130 nmol procedían de las 
membranas (dato obtenido en las muestras control sin hemoglobina). El nivel final de 
los grupos sulfidrilo, 80-70 nmol, confirmó la pérdida de grupos sulfridrilo en las 
membranas microsomiales y en la hemoglobina, si bien, no fue posible determinar 
cuanto se consumió de cada una de las fuentes.  
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En otra serie de experimentos, se estudió la velocidad de la oxidación lipídica 
promovida por la hemoglobina, a pH 3,5, pH 6,0 y 8,0, incubando previamente las 
membranas a pH 3,5, durante 30 min (Figura 4.10). Estas muestras se compararon con 
membranas oxidadas a pH 6,0 y 8,0, pero sin incubación previa a pH 3,5. Los datos 
demostraron que la incubación a pH 3,5 provocó modificaciones en las membranas, que 
redujeron de manera importante la susceptibilidad oxidativa de las mismas. Además, el 
tratamiento previo de las membranas con un pH 3,5, provocó que la oxidación a pH 6,0 
fuese más rápida que a pH 8,0. 
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Figura 4.10. Efecto de la incubación previa de las membranas a pH 3,5, durante 30 min, sobre la 
formación de aldehídos, en el sistema microsomial activado por 5 µM de hemoglobina de bacalao y 
almacenado a 6 ºC. 
 
3.3.1.3. Agregación de las membranas en el sistema microsomial. 
 
La agregación/coagulación de las membranas que se produce a pHs ácidos (Thomas y 
col., 1985; Liang, 2003), se planteó como posible causa del aumento de la estabilidad 
oxidativa de los lípidos de las membranas con la incubación de las muestras a pH 3,5. 
Estudios de Liang (2003) indicaron que la agregación/coagulación de las proteínas se 
produce en el rango de pH 3-5 sin la necesidad de incubación. En esta experiencia se 
investigó la agregación/coagulación de las membranas a pH 6,0 y 7,0, mediante la 
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determinación de las proteínas solubles después de una centrifugación suave (1500-
2000 g), ya que la agregación origina la sedimentación de las membranas con una 
reducida fuerza centrífuga.  
 
Los niveles de proteínas solubles a pH 6,0 fueron significativamente más bajos  que 
a pH 7,0 (Tabla 4.3). Además, se observó una gran reducción de las proteínas solubles 
después de 4 h de incubación de las membranas a pH 6,0. Estos datos muestran que a 
pH 6,0 se produjo la agregación/coagulación de las membranas y que la agregación 
resultó dependiente del tiempo de incubación. 
 
Tabla 4.3. Concentración de proteínas solubles de las membranas incubadas a pH 6,0 y 7,0, y a una 
temperatura de 6 ºC, después de una centrifugación a 1500-2000 g. 
 Proteína soluble ( mg / mL) 
Tiempo (h) pH 6 pH 7 
0,3 0,435 0,481 
1,0 0,465 0,519 
2,0 0,412 0,534 
3,0 0,431 0,584 
4,0 0,260 0,569 
 
 
3.3.2. Sistema de músculo lavado de bacalao: Efecto del pH en la actividad 
oxidativa de la hemoglobina. 
 
El efecto del pH en la acción prooxidante de la hemoglobina, también se estudió en 
un sistema modelo de músculo lavado. Se desarrollaron experiencias de oxidación a 
valores de pH: 3,5, 6,8 y 7,8, en músculo sometido a una incubación previa a pH 3,5 y 
en músculo no tratado con pH 3,5. 
 
La Figura 4.11 muestra la evolución del índice del TBA en las muestras control de 
músculo lavado sin hemoglobina, a pH 3,5, 6,8 y 7,8. La formación de los aldehídos fue 
más rápida a pH 3,5, que a valores de pH superiores. Pero, debe destacarse que a los tres 
valores pH estudiados, no se detectaron olores rancios en las muestras control durante 
todo el experimento. Estos resultados concuerdan con estudios previos de Richards y 
Hultin (2000) que no observaron la aparición de olores rancios, en músculo lavado, con 
valores de TBA inferiores a 20 µmol MDA/Kg de músculo. 
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Figura 4.11. Efecto del pH sobre la formación de aldehídos en el músculo lavado de bacalao, sin 
hemoglobina añadida, durante el almacenamiento a 4 ºC, 
 
En relación al músculo lavado con hemoglobina, se observó que la oxidación de los 
lípidos transcurrió más rápidamente a pH 3,5 > pH 6,8 > pH 7,8 (Figura 4.12). Por 
tanto, contrariamente a lo encontrado en los sistemas microsomiales, la velocidad de la 
oxidación fue menor a medida que aumentó el pH en el rango 3,5-7,8. Este resultado 
está de acuerdo con experimentos previos de Richards y Hultin (2000), que indicaron que 
los valores de pH más ácidos aumentaban la actividad prooxidante de la hemoglobina 
de trucha, en sistemas de músculo lavado. 
 
La incubación previa del músculo lavado a un pH de 3,5 afectó a la velocidad de la 
oxidación (Figura 4.12), aunque en mucha menor magnitud que en los sistemas 
microsomiales. El músculo que se mantuvo inicialmente a pH 3,5, desarrolló en la etapa 
de iniciación de la oxidación mayores niveles de aldehídos. En la etapa de propagación, 
sin embargo, la velocidad de oxidación fue mayor en el músculo no tratado previamente 
a pH 3,5, especialmente en las oxidaciones desarrolladas a pH 7,8. Por tanto, el pH de 
3,5 afectó a las características físico y/o químicas del músculo, pero sin llegar a alterar 
la velocidad de oxidación relativa del músculo lavado oxidado a pH 6,8 y 7,8.  
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Figura 4.12. Efecto del pH sobre la formación de aldehídos en el músculo lavado de bacalao, 
activado con una adición de 3 µmol de hemoglobina de bacalao por Kg de músculo, durante el 
almacenamiento a 4 ºC. 
 
3.4. EFECTO INHIBIDOR DE LOS POLIFENOLES DEL BAGAZO SOBRE 
LA ACTIVIDAD PROOXIDANTE DE LA HEMOGLOBINA Y DEL 
HIERRO LIBRE. 
 
3.4.1. Incorporación de los polifenoles del bagazo en las membranas. 
 
Se determinó la afinidad del extracto polifenólico total del bagazo, OW, y de su 
fracción IV, para incorporarse en las membranas del sistema microsomial. También se 
estudió la incorpración del hidroxitirosol y del propilgalato en las membranas. 
 
La Tabla 4.4 muestra el porcentaje de los compuestos fenólicos que se concentró en 
las membranas. La fracción IV resultó el compuesto fenólico con mayor afinidad para 
distribuirse en las membranas, con más de un 70 % de sus polifenoles localizados en las 
membranas. El propilgalato se repartió, casi al 50 % entre las membranas y la fase 
acuosa. El extracto OW mostró una afinidad ligeramente inferior al propilgalato, 
incorporando el 45 % de sus fenoles en las membranas. El hidroxitirosol se distribuyó 
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fundamentalmente en la fase acuosa, ya que únicamente el 6,3 % se localizó en las 
membranas.  
 
Tabla 4.4. Adsorción/incorporación de los compuestos fenólicos en las membranas microsomiales de 
merluza.  
Compuesto 
fenólico 
Incorporación en las membranas 
(%) 
OW 45,4 ± 4,3b 
IV 70,6 ± 1,4d 
Hidroxitirosol 6,3 ± 0,7a 
Propilgalato 52,1 ± 1,7c 
Los valores que presentan el mismo superíndice no fueron significativamente diferentes (p < 0,01). 
 
3.4.2. Efecto de los polifenoles del bagazo en la autooxidación de la 
hemoglobina. 
 
Se investigó un posible efecto inhibidor de los polifenoles del bagazo, OW y 
fracción IV, sobre la autooxidación de la hemoglobina. La actividad de los polifenoles 
del bagazo se comparó con el propilgalato y el hidroxitirosol. Para medir de la 
estabilidad oxidativa de la hemoglobina, se analizó la reducción de la absorbancia del 
pico a 576 nm, durante la incubación de las muestras. 
 
Los resultados indicaron que los polifenoles del bagazo, OW y fracción IV, no 
inhiben la oxidación espontánea de la hemoglobina (Tabla 4.5), al menos, con una 
relación de concentraciones hemoglobina/polifenol de 5:2. Esta relación de 
concentraciones se empleó en las experiencias destinadas al estudio de la actividad 
inhibidora de los polifenoles sobre la oxidación catalizada por la hemoglobina. El 
hidroxitirosol y el propilgalato tampoco fueron activos inhibiendo la autooxidación. El 
propilgalato se mostró ligeramente activador de la autooxidación de la hemoglobina, 
como muestran los datos correspondientes a las 19 h de incubación. 
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Tabla 4.5. Efecto de los polifenoles del bagazo, OW y fracción IV, hidroxitirosol y propilgalato en la 
autooxidación de la hemoglobina de jurel.  
 Diferencia absorbancia 576 nm-560 nm 
Sistema 0 h 4 h 19 h 
Control 0,117 ± 0,001a 0,111 ± 0,002a 0,076 ± 0,002b 
OW 0,117 ± 0,002a 0,112 ± 0,000a 0,077 ± 0,001b 
IV 0,117 ± 0,002a 0,112 ± 0,000a 0,079 ± 0,006b 
Hidroxitirosol 0,116 ± 0,001a 0,112 ± 0,000a 0,077 ± 0,001b 
Propilgalato 0,117 ± 0,001a 0,111 ± 0,000a 0,069 ± 0,003a 
Los valores de una misma columna que presentan el mismo superíndice no fueron significativamente 
diferentes (p < 0,01). 
 
3.4.3. Efecto de los polifenoles del bagazo en la oxidación promovida por la 
hemoglobina.  
 
Se evaluó la capacidad de los polifenoles del bagazo para inhibir la actividad 
oxidante de 5,0 µM de hemoglobina de jurel, en el sistema microsomial aislado de 
músculo de merluza. La actividad antioxidante del extracto total del bagazo, OW, y de 
la fracción IV, se comparó con los compuestos fenólicos, hidroxitirosol y propilgalato. 
Los compuestos fenólicos se testaron en una concentración de 2 µM. 
 
La Figura 4.13 representa las cinéticas de formación/descomposición de 
hidroperóxidos en las muestras control y en las muestras con los compuestos fenólicos. 
Los controles mostraron una acusada formación de hidroperóxidos a partir de 1,5 h, 
para alcanzar su valor máximo después de 2,5 h. A las 5 h se observó una disminución 
importante del valor de hidroperóxidos, alcanzando niveles poco significativos a partir 
de las 8 h. El hidroxitirosol disminuyó la velocidad de formación de los hidroperóxidos 
con respecto al control, pero no fue efectivo extendiendo el período de inducción. Las 
cinéticas de los hidroperóxidos, en las muestras tratadas con hidroxitirosol, fueron 
similares cualitativamente a las cinéticas de las muestras control. La rápida formación 
de los hidroperóxidos fue seguida de una rápida reducción de sus niveles. 
  
Los polifenoles del bagazo, OW y IV, y el propilgalato, resultaron más efectivos 
que el hidroxitirosol inhibiendo la formación de los peróxidos lipídicos (Figura 4.13). 
El extracto de bagazo OW, fue menos activo que el propilgalato. OW y el propilgalato 
extendieron el período de inducción de la formación de peróxidos hasta las 10 y 15 h, 
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respectivamente, frente al período de inducción de 2 h, observado en las muestras 
control. La fracción IV fue claramente el compuesto fenólico más activo retrasando la 
formación de los hidroperóxidos, no observándose formación neta de hidroperóxidos 
durante las 17,5 h de experimento. Por tanto, el orden de formación de peróxidos fue el 
siguiente: controles > hidroxitirosol > OW > propilgalato > IV.  
 
El orden relativo de efectividad antioxidante se confirmó con los resultados de la 
formación de aldehídos (Figura 4.14). Durante todo el experimento, no se observó un 
aumento significativo de los niveles de aldehídos en las muestras con la fracción IV. El 
propilgalato fue menos efectivo que la fracción IV. El extracto OW presentó menor 
efectividad que el propilgalato. Al igual que en la inhibición de la formación de 
hidroperóxidos, el hidroxitirosol fue el compuesto menos eficiente retrasando la 
formación de los aldehídos.  
 
Los períodos de inducción de la formación de aldehídos fueron similares a los 
períodos de inducción de la formación de hidroperóxidos. Esto indica que los 
hidroperóxidos formados se descompusieron rápidamente. A diferencia de las cinéticas 
de formación de hidroperóxidos, los niveles de aldehídos se mantuvieron prácticamente 
constantes una vez alcanzado el valor máximo. 
 
La Figura 4.15 recoge los porcentajes de inhibición de los compuestos fenólicos 
sobre la formación de los aldehídos. La fracción IV inhibió totalmente la formación de 
los aldehídos en el transcurso de las 17,5 h de experimento. El propilgalato logró inhibir 
prácticamente el 100 % de la formación de los aldehídos durante gran parte del 
experimento, pero perdió efectividad entre las 15 y 17,5 h. Después de 17,5 h, el 
propilgalato presentó una inhibición del 30 % en la formación de los aldehídos. OW 
presentó una elevada eficacia inhibidora durante los primeros estadios, pero fue 
perdiendo gradualmente la efectividad antioxidante entre las 8 y 13,5 h. El 
hidroxitirosol resultó claramente el compuesto menos eficiente evitando la formación de 
los aldehídos promovidos por la hemoglobina. El hidroxitirosol no superó, ni en las 
primeras etapas de la oxidación, el 70 % de inhibición y después de 5 h mostró valores 
de aldehídos comparables al control.  
 
 
Capítulo 4: 3. Resultados. 
 - 253 -
 
0
50
100
150
200
0 5 10 15Tiempo (h)
m
eq
. o
xí
ge
no
/K
g 
pr
ot
eí
na
 a
 
m
ic
ro
so
m
ia
l 
Control OW
Fracción IV Hidroxitirosol
Propilgalato
 
Figura 4.13. Cinéticas de formación de los hidroperóxidos en sistemas microsomiales activados por 
5 µM de hemoglobina de jurel e incubados a 20 ºC, en presencia de 2 µM de OW, fracción IV, 
hidroxitirosol o propilgalato. 
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Figura 4.14. Cinéticas de formación de los aldehídos en sistemas microsomiales activados por 5 µM 
de hemoglobina de jurel e incubados a 20 ºC, en presencia de 2 µM de OW, fracción IV, 
hidroxitirosol o propilgalato. 
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Figura 4.15. Porcentajes de inhibición originados por 2 µM de OW, fracción IV, hidroxitirosol y 
propilgalato sobre la formación de los aldehídos, en sistemas microsomiales activados por 5 µM de 
hemoglobina de jurel e incubados a 20 ºC. 
 
3.4.4. Efecto de los polifenoles del bagazo en la oxidación promovida por el 
hierro enzimático.  
 
Se evaluó la actividad inhibidora de los polifenoles del bagazo, OW y IV, 
hidroxitirosol y propilgalato, sobre el oxidación del sistema microsomial activada por el 
sistema enzimático endógeno de la membranas, que reduce el hierro férrico a ferroso. 
Se estudió más concretamente el sistema enzimático promovido por el NADH, 
mediante la adición a los sistemas microsomiales de 100 µM de NADH y 20 µM de 
hierro férrico. Los compuestos fenólicos se testaron en una concentración de 5 µM. 
 
Las muestras control sin compuestos fenólicos, mostraron un incremento de los 
niveles de hidroperóxidos desde los primeros instantes, pasando de 6,5 meq. a 92,1 
meq. de oxígeno por Kg de proteína microsomial, en los 10 min iniciales (Figura 4.16). 
Los niveles de hidroperóxidos siguieron aumentando, hasta alcanzar un valor máximo 
de 736 meq. de oxígeno, después de casi 17 h. A partir de aquí, los niveles de 
hidroperóxidos disminuyeron ligeramente. En las membranas con 5 µM de 
hidroxitirosol, los hidroperóxidos se generaron prácticamente desde los instantes 
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iniciales, pero con una menor velocidad que en los controles. Así, las membranas con 
hidroxitirosol contenían 28 meq. de oxígeno a los 10 min, frente a los 92,1 meq. 
detectados en los controles. El hidroxitirosol también fue efectivo reduciendo el valor 
máximo y la cantidad total de hidroperóxidos formados, que viene dada por el área 
comprendida bajo la curva cinética de formación de hidroperóxidos. 
 
El extracto polifenólico del bagazo, OW, fue más eficaz que el hidroxitirosol 
impidiendo la formación de los hidroperóxidos (Figura 4.16). Las muestras con OW 
experimentaron un ligero aumento de los niveles de hidroperóxidos en los instantes 
iniciales, presentado 16,1 y 41,5 meq. de oxígeno, a los 10 y 30 min, respectivamente. 
El valor umbral de hidroperóxidos se alcanzó entre las 17 y 28 h, con un valor 
ligeramente superior a 130 meq. de oxígeno. En consecuencia, OW resultó eficaz 
inhibiendo la formación de hidroperóxidos, ya que aumentó el período de inducción y 
disminuyó el valor máximo y la cantidad total de hidroperóxidos. 
 
La fracción IV resultó el antioxidante más efectivo en la inhibición de los 
hidroperóxidos, no observándose una formación significativa de dichos compuestos 
durante las 28 h de experimento (Figura 4.16). De este modo, el porcentaje de 
inhibición de la fracción IV, sobre la formación de hidroperóxidos, se mantuvo próximo 
al 100 % durante el período de tiempo estudiado (Figura 4.17). El propilgalato mantuvo 
una inhibición de los hidroperóxidos casi total durante más de 11 h, después su eficacia 
inhibidora disminuyó ligeramente. A las 28 h, el propilgalato todavía mantenía un 
porcentaje de inhibición superior al 90 %. 
 
El extracto del bagazo, OW, inhibió un 80-90 % la formación de hidroperóxidos 
durante el período completo de incubación (Figura 4.17). El hidroxitirosol limitó la 
formación de hidroperóxidos en un 80 % a los 10 min, pero su efectividad inhibidora se 
redujo dramáticamente en las primeras 2 h. Transcurridas las 2 h, y hasta el final de la 
incubación, el hidroxitirosol presentó una inhibición del 17-33 %. 
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Figura 4.16. Cinéticas de formación de los hidroperóxidos en sistemas microsomiales activados por 
20 µM de Fe(III), 100 µM de ADP y 100 µM de NADH e incubados a 20 ºC, en presencia de 5 µM 
de OW, fracción IV, hidroxitirosol o propilgalato. 
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Figura 4.17. Porcentajes de inhibición alcanzados con 5 µM de OW, fracción IV, hidroxitirosol y 
propilgalato sobre la formación de los hidroperóxidos, en sistemas microsomiales activados por 20 
µM de Fe(III), 100 µM de ADP y 100 µM de NADH e incubados a 20 ºC. 
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El seguimiento de la formación de aldehídos mostró el mismo orden relativo de 
efectividad antioxidante (Figura 4.18). El hidroxitirosol fue un compuesto efectivo 
reduciendo la velocidad y la cantidad de aldehídos formados, con porcentajes de 
inhibición situados entre el 20-30 % (Figura 4.19). Al igual que en la inhibición de la 
formación de los hidroperóxidos, el hidroxitirosol resultó el compuesto menos eficaz 
limitando la formación de los aldehídos. OW presentó mayor actividad evitando la 
formación de los aldehídos, al mantener una inhibición 70-90 % en el transcurso de las 
17,5 h de estudio. 
  
Las membranas tratadas con propilgalato presentaron un ligero aumento de los 
niveles de aldehídos a partir de las 10 h, alcanzando los 5 nmol de MDA por mg de 
proteína después de 17,5 h (Figura 4.18). A pesar de ello, el propilgalato inhibió la 
formación de los aldehídos en más de un 90 % durante todo el experimento (Figura 
4.19). La fracción polifenólica IV fue significativamente el compuesto más eficaz 
limitando la formación de los aldehídos (Figura 4.18). Las membranas tratadas con la 
fracción IV lograron mantener unos niveles de aldehídos inferiores a los 2 nmol de 
MDA durante las 17,5 h de incubación, lo que originó unos porcentajes de inhibición 
superiores al 97 % (Figura 4.19). 
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Figura 4.18. Cinéticas de formación de los aldehídos en sistemas microsomiales activados por 20 
µM de Fe(III), 100 µM de ADP y 100 µM de NADH e incubados a 20 ºC, en presencia de 5 µM de 
OW, fracción IV, hidroxitirosol o propilgalato. 
 
-10
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
0 5 10 15
Tiempo (h)
%
 In
hi
bi
ci
ón
OW
Fracción IV
Hidroxitirosol
Propilgalato
 
Figura 4.19. Porcentajes de inhibición alcanzados con 5 µM de OW, fracción IV, hidroxitirosol y 
propilgalato sobre la formación de los aldehídos, en sistemas microsomiales activados por 20 µM de 
Fe(III), 100 µM de ADP y 100 µM de NADH e incubados a 20 ºC. 
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3.4.5. Efecto de los polifenoles del bagazo en la oxidación promovida por el 
hierro no enzimático. 
 
Se estudió el efecto antioxidante de los polifenoles del bagazo, OW y IV, en un 
sistema microsomial catalizado por el hierro ferroso generado por un sistema reductor 
no enzimático. En los microsomas se añadieron 20 µM de Fe(III), 100 µM de ADP y 
100 µM de ascorbato. El hierro en presencia del ADP forma el complejo Fe(III)-ADP, 
que puede ser reducido a Fe(II)-ADP, por un compuesto reductor como el ascorbato. La 
actividad antioxidante de los polifenoles del bagazo se comparó con el hidroxitirosol y 
el propilgalato. Los antioxidantes se ensayaron en una concentración de 5 µM. 
 
Las membranas control sin compuestos fenólicos, experimentaron un rápido 
aumento de la cantidad de hidroperóxidos durante la primera hora, alcanzando un valor 
máximo próximo a 1670 meq. de oxígeno (Figura 3.20). Después de 1 h, los 
hidroperóxidos empezaron a disminuir, presentado 1100 meq de oxígeno a las 3,5 h de 
experimento. El hidroxitirosol no fue capaz de impedir, o retrasar, la formación de los 
hidroperóxidos, mostrándose incluso catalizador de la formación de hidroperóxidos 
durante la primera hora. Durante este período inicial, el hidroxitirosol activó la 
formación de hidroperóxidos entre el 8 y el 17 % (Figura 4.21).  
 
El extracto de bagazo OW logró retrasar la formación de los hidroperóxidos 
(Figura 4.20), al mantener unos bajos niveles de hidroperóxidos durante las primeras 
0,3 h. A partir de este punto, los hidroperóxidos fueron aumentando, aunque con una 
velocidad muy inferior a la observada en las muestras control y en las muestras con 
hidroxitirosol. Esto se reflejó en una reducción de la eficacia inhibidora de OW sobre 
los peróxidos, del 95 % al 35 %, entre las 0,3 y 3,5 h (Figura 4.21). 
 
El propilgalato también logró retrasar la generación de los hidroperóxidos, 
presentado mayor eficacia inhibidora que OW (Figura 4.20). El propilgalato perdió 
eficacia inhibidora en el transcurso del experimento, alcanzando 260 meq de oxígeno a 
las 3,5 h de oxidación. Así, durante la primera hora de experimento, el propilgalato 
mostró una inhibición del 95-100 %, para reducirse al 76 % a las 3,5 h (Figura 3.21). 
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La fracción IV fue significativamente el compuesto más activo inhibiendo la 
formación de los hidroperóxidos (Figuras 4.20 y 4.21), al mantener una inhibición 
superior al 97 % durante todo el experimento. 
 
La Figura 4.22 muestra la evolución de los aldehídos en las suspensiones de 
membranas, activadas por el hierro no enzimático. Las cinéticas de los hidroperóxidos y 
aldehídos se mostraron similares para todas las muestras, excepto la disminución final 
de los niveles de hidroperóxidos en los controles y en las muestras con hidroxitirosol, 
que no correspondió con una reducción de los niveles de aldehídos. De este modo, los 
resultados de los aldehídos indican el mismo orden relativo de efectividad antioxidante 
que el mostrado por los hidroperóxidos. El hidroxitirosol catalizó la formación de los 
aldehídos un 6-11 % durante las primeras 0,3 h (Figura 4.23). A partir de aquí, los 
controles y las muestras con hidroxitirosol, mostraron concentraciones de aldehídos 
similares.  
 
OW y el propilgalato fueron efectivos inhibiendo la formación de los aldehídos 
(Figura 4.22). La eficacia inhibidora de OW y del propilgalato, se redujo a lo largo de 
la incubación, hasta el 43 y 76 %, respectivamente (Figura 4.23). En consecuencia, el 
propilgalato presentó mayor actividad inhibidora sobre la formación de los aldehídos 
que el extracto del bagazo OW.  
 
La fracción IV fue el compuesto más activo limitando la formación de los 
aldehídos, no observándose un aumento significativo del nivel de aldehídos durante las 
3,5 h de experimento (Figura 4.22). La fracción IV mostró un porcentaje de inhibición 
superior al 97 % durante todo el período de estudio. 
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Figura 4.20. Cinéticas de formación de los hidroperóxidos en sistemas microsomiales activados por 
20 µM de Fe(III), 100 µM de ADP y 100 µM de ascorbato, e incubados a 20 ºC, en presencia de 5 
µM de OW, fracción IV, hidroxitirosol o propilgalato. 
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Figura 4.21. Porcentajes de inhibición alcanzados con 5 µM de OW, fracción IV, hidroxitirosol y 
propilgalato sobre la formación de los hidroperóxidos, en sistemas microsomiales activados por 20 
µM de Fe(III), 100 µM de ADP y 100 µM de ascorbato, e incubados a 20 ºC. 
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Figura 4.22. Cinéticas de formación de los aldehídos en sistemas microsomiales activados por 20 
µM de Fe(III), 100 µM de ADP y 100 µM de ascorbato, e incubados a 20 ºC, en presencia de 5 µM 
de OW, fracción IV, hidroxitirosol o propilgalato. 
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Figura 4.23. Porcentajes de inhibición alcanzados con 5 µM de OW, fracción IV, hidroxitirosol y 
propilgalato sobre la formación de los aldehídos, en sistemas microsomiales activados por 20 µM de 
Fe(III), 100 µM de ADP y 100 µM de ascorbato, e incubados a 20 ºC. 
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4. DISCUSIÓN. 
 
Los sistemas de músculo lavado y los sistemas microsomiales presentaron una 
elevada proporción de fosfolípidos, los cuales parecen constituir el principal sustrato de 
la oxidación lipídica en el músculo (Igene y col., 1980; Richards y Hultin, 2001; Undeland y col., 
2002). Los triacilglicéridos, el colesterol y otros compuestos lipofílicos deben conformar 
la fracción no fosfolipídica.  
 
Recientes estudios de Richards y col. (2000; 2002a; 2002b) indicaron que la 
desoxihemoglobina podría desempeñar un papel fundamental en la actividad 
prooxidante de la hemoglobina, ya que la hemoglobina más susceptible a perder el 
oxígeno presentó mayor actividad iniciadora de la oxidación. Los resultados aquí 
obtenidos indicaron que la hemoglobina de bacalao pierde dramáticamente el oxígeno al 
descender el pH de 7,6 y 6,4. Este rango contiene los valores de pH típicamente 
encontrados en el músculo de pescado en condiciones post mortem. Por tanto, el 
descenso natural del pH del músculo, debido a la acumulación de ácido láctico durante 
su almacenamiento, puede ser un factor clave en la actividad prooxidante de la 
hemoglobina de bacalao. Efectos similares del pH se habían obtenido previamente para 
las hemoglobinas de otras especies de pescado: trucha (Richards y Hultin, 2000; Kristinsson y 
Hultin, 2004a), merluza, caballa, faneca o menaden (Undeland y col., 2004). Esta reducción 
de la oxigenación debido al aumento de la concentración de protones se conoce como el 
efecto Bohr (Jensen y col., 1998). 
 
La reducción del pH en el rango 7,5-6,0, también aceleró la autooxidación de la 
hemoglobina de bacalao, mecanismo en el cual se generan especies ferrilo y perferrilo 
de la hemoglobina, que pueden iniciar la oxidación por sustracción de un átomo de 
hidrógeno a los PUFA. Richards y Hultin (2000) también habían observado un aumento 
de la velocidad de autooxidación de la hemoglobina de trucha, con la reducción del pH. 
Shikama (1998) sostiene que el aumento de velocidad de autooxidación se debe a que los 
protones reducen la energía de activación de la autooxidación. Por otro lado, Chang y 
col. (1997) observaron en un sistema de liposomas con oximioglobina, que la adición de 
catalasa, enzima que elimina el peróxido de hidrógeno, originó una significativa 
reducción de la oxidación de la hemoglobina y de la oxidación lipídica. Este resultado 
sugiere que la autooxidación de las hemoproteínas, que genera peróxido de hidrógeno, 
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tiene un papel fundamental en su actividad prooxidante. Por tanto, los resultados aquí 
obtenidos sugieren que la hemoglobina de bacalao debe incrementar su actividad 
prooxidante con el descenso del pH, debido a su desoxigenación y al aumento de la 
velocidad de autooxidación de la misma. 
 
La hemoglobina resultó un compuesto con actividad prooxidante en los sistemas de 
músculo lavado y en los sistemas microsomiales. El incremento de la concentración de 
hemoglobina originó el acortamiento del período de inducción de la oxidación lipídica, 
el aumento de la velocidad de oxidación durante la etapa de propagación y el 
incremento de la cantidad total y máxima de aldehídos formados. La relación entre la 
extensión de la oxidación y la cantidad de hemoglobina resultó aproximadamente lineal 
a reducidas concentraciones de hemoglobina (0,5-5,0 µM). A elevadas concentraciones 
(15 µM) se perdió la linealidad entre la concentración de hemoglobina y su actividad 
prooxidante. Idénticas tendencias se obtuvieron para la hemoglobina de trucha (Richards 
y Hultin, 2002a) y para el hierro libre (Huang y col., 1993). Estos resultados sugieren que la 
hemoglobina y el hierro libre, actúan como catalizadores y reactivos de la oxidación.  
 
Una observación importante fue que el pH mostró distinto efecto en la actividad 
prooxidante de la hemoglobina, en los sistemas de músculo lavado y en los sistemas 
microsomiales. En músculo lavado, la oxidación resultó extremadamente rápida a pH 
3,5, y más lenta con el aumento del pH hasta 7,8. Estos resultados coinciden con 
estudios previos en músculo lavado (Richards y Hultin, 2000; Kristinsson y Hultin, 2004b) y 
pueden ser explicados por la mayor autooxidación y desoxigenación de la hemoglobina 
al reducir el pH. Sin embargo, en la suspensión microsomial, la hemoglobina mostró su 
mayor actividad prooxidante a pH 6,8, y sorprendentemente, la oxidación transcurrió 
más lentamente que a pH 3,5. La circunstancia de que la oxidación presentó mayor 
velocidad a un pH intermedio, sugiere que la oxidación de las membranas pudo estar 
controlada por más de un factor. Con el experimento de preincubación de las 
membranas a pH 3,5, se demuestra que este pH originó alguna modificación en las 
membranas, que tuvo como consecuencia una reducción de la velocidad de oxidación de 
los lípidos. Sin embargo, este efecto no se detectó en el músculo lavado. Por tanto, la 
velocidad de oxidación en el sistema microsomial debe surgir del balance de dos 
factores, el aumento de la actividad catalizadora de la hemoglobina al descender el pH y 
la menor susceptibilidad oxidativa de las membranas a reducidos pHs. 
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Una posible causa de la mayor estabilidad oxidativa de las membranas a pH ácido, 
puede ser la agregación/fusión de las membranas. La estructura agregada/fusionada de 
las membranas presenta una menor relación superficie/volumen que la disposición en 
bicapa de las membranas, y por tanto, reduce el contacto de la hemoglobina, situada en 
la fase acuosa, con las membranas. Liang (2003) observó la agregación de las 
membranas de bacalao en el rango de pH 3-5, sin necesidad de tiempo de incubación. 
Esta pérdida de la estructura bicapa de los fosfolípidos, también se detectó en 
membranas vegetales a pH inferiores a 4,5 (Thomas y col., 1985). La agregación a pHs 
ácidos, parece estar relacionada con la neutralización de las cargas negativas de la 
superficie de las membranas, por los protones, que favorece las interacciones superficie-
superficie de las membranas. Los resultados obtenidos evidencian, que a pH 6,0, 
también tuvo lugar la agregación de las membranas de bacalao, y dicha agregación, 
resultó dependiente del tiempo de exposición. En consecuencia, la agregación de las 
membranas podría determinar la velocidad de la oxidación en los sistemas 
microsomiales mantenidos a un pH de 6, o inferior.  
 
El hierro férrico, en presencia del sistema reductor enzimático de las membranas o 
de un compuesto reductor no enzimático, como el ascorbato, se mostró un eficaz 
promotor de la oxidación en el sistema microsomial. Esto indica que las enzimas 
reductoras de las membranas y el ascorbato, convirtieron eficientemente el hierro férrico 
a ferroso, ya que el hierro férrico presenta por sí mismo una reducida actividad 
prooxidante (Huang y col., 1993). El hierro ferroso origina la formación de los 
hidroperóxidos, mediante la reacción de Fenton, y es mucho más activo que el férrico 
descomponiendo los hidroperóxidos, para formar radicales libres. 
  
El hierro no enzimático (Fe(III)/ascorbato) resultó mucho más activo promoviendo 
la oxidación que el hierro enzimático (Fe(III)/NADH). Este resultado indica que el 
ascorbato generó hierro ferroso con mayor velocidad que las enzimas microsomiales de 
merluza, en las condiciones experimentales empleadas. Soyer y Hultin , sin embargo, 
encontraron una elevada velocidad de la oxidación promovida por el hierro enzimático, 
comparable al hierro/ascorbato, en membranas del retículo sarcoplasmático de músculo 
de bacalao. La elevada actividad prooxidante del hierro enzimático en sistemas de 
retículo sarcoplasmático, se puede explicar por el alto contenido de sistemas 
enzimáticos que reducen el hierro en el retículo sarcoplasmático (Borhan y col., 1984). El 
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sistema microsomial empleado en nuestros experimentos no estaba compuesto 
exclusivamente por las membranas del retículo sarcoplasmático, sino también por 
membranas de otros orgánulos citoplasmáticos. 
  
El sistema Fe(III)/ascorbato originó también mayor velocidad de oxidación que la 
hemoglobina, empleados ambos en los mismos equivalentes de hierro. Gorelik y Kanner 
(2001) obtuvieron resultados similares al comparar la actividad oxidativa de 20 µM de 
mioglobina, con la oxidación promovida por 50 µM de Fe(III) y 200 µM de ascorbato, 
en un sistema microsomial de pH 6,5. Este resultado parece lógico puesto que la 
actividad prooxidante de la hemoglobina depende de manera fundamental de la 
velocidad con la que se oxida y descompone la hemoglobina. La autooxidación de la 
hemoglobina a un pH de 6,8, el valor de pH empleado, resultó un proceso relativamente 
más lento que la reacción redox que convierte el hierro férrico a ferroso, por acción del 
ascorbato. Sin embargo, la hemogobina fue más activa que el hierro libre, 
descomponiendo los hidroperóxidos, y por tanto, contribuyendo rápidamente a la 
formación de compuestos volátiles asociados a la rancidez. En las muestras con 
hemoglobina, se observaron unos valores reducidos de hidroperóxidos, si se comparan 
con la elevada concentración de aldehídos formados. Esta observación está de acuerdo 
con O´Brien (1969), que indicó que la hemoglobina a pH 7,0 fragmenta los 
hidroperóxidos con una velocidad 15 veces superior al Fe(III)/ascorbato. Además, la 
hemoglobina puede adsorberse sobre las membranas (Verger y Pattus, 1982; Gorbenko, 1999), 
donde se encuentran localizados los hidroperóxidos. La adsorción de la hemoglobina en 
las membranas, debe favorecer la interacción de los hidroperóxidos con la hemoglobina.  
 
El extracto polifenólico del bagazo OW y las procianidinas IV, resultaron eficaces 
inhibiendo la oxidación producida por la hemoglobina, Fe(III)/ascorbato y 
Fe(III)/NADH, en los sistemas microsomiales. El orden de eficacia antioxidante de los 
compuestos fenólicos testados fue el mismo, independientemente de la forma de hierro 
que activó la oxidación. La fracción IV presentó la mayor eficacia inhibiendo la 
oxidación, seguida en orden decreciente de efectividad del propilgalato, OW y el 
hidroxitirosol. La actividad antioxidante de los fenoles mostró una elevada relación con 
las propiedades reductoras de los fenoles, que se presentaron en el capítulo 1, y con la 
capacidad de los fenoles para adherirse a las membranas. El poder reductor referido a 
concentración molar, fue mayor para las procianidinas IV. OW y propilgalato 
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mostraron un poder reductor similar y el hidroxitirosol presentó la menor actividad 
reductora. Las procianidinas IV resultaron también los compuestos fenólicos más 
adsorbidos/incorporados en las membranas. El propilgalato fue ligeramente más 
adsorbido que OW, y el hidroxitirosol mostró un reducida afinidad por las membranas. 
Yang y col. (2001) obtuvieron resultados similares en un sistema microsomial activado 
por Fe-NADPH. Los autores encontraron que las propiedades reductoras de las 
catequinas y su lipofilia, determinaron su actividad antioxidante, mientras que la 
capacidad quelatante de las catequinas no mostró una relación importante con la 
actividad antioxidante. Otra evidencia de la importancia de la distribución de los 
compuestos antioxidantes en las membranas, es la mejora de la eficacia antioxidante de 
la miricetina, en un sistema microsomial de Fe(III)-ascorbato, al aumentar su carácter 
lipofílico mediante la introducción química de una cadena alifática (Bennett y col., 2004)  
 
El hidroxitirosol mostró actividad prooxidante en los sistemas microsomiales de 
Fe(III)/ascorbato. Esta actividad prooxidante puede ser explicada por la capacidad, 
directa o indirecta, del hidroxitirisol para aumentar la reducción del hierro férrico a 
hierro ferroso. La mayoritaria localización del hidroxitirosol en la fase acuosa, donde 
también se localiza el hierro, puede favorecer la actividad reductora del hidroxitirosol 
sobre el hierro. 
 
La distribución de los fenoles en las membranas, principalmente de las 
procianidinas IV del bagazo, puede tener una repercusión muy significativa en la 
efectividad antioxidante de los fenoles, debido a la localización de los hidroperóxidos y 
del tocoferol en las membranas. La incorporación de los fenoles a las membranas debe 
favorecer la desactivación de los radicales libres, generados en la rotura de los 
hidroperóxidos, por parte de los fenoles. Además, la distribución de los fenoles en las 
membranas debe mejorar la interacción de los compuestos fenólicos con el tocoferol. 
Esto resulta importante ya que en investigaciones previas se constató que los 
compuestos fenólicos pueden reparar el α-tocoferol (Zhu y col., 1999; Pedrielli y Skibsted, 
2002; Zhou y col., 2005) y que la regeneración del α-tocoferol aumentó sinérgicamente la 
eficacia antioxidante de los polifenoles (Pedrielli y Skibsted, 2002). Además, algunos datos 
mostrados en el capítulo 3 de esta memoria, sugirieron una actividad regeneradora de 
las procianidinas IV sobre el α-tocoferol. Por todo lo dicho, la localización selectiva de 
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los fenoles en las membranas parece contribuir positivamente a su actividad 
antioxidante 
 
La mayor incorporación de las procianidinas IV en las membranas, en comparación 
con el extracto polifenólico total OW, puede justificarse por la mayor galoización y 
grado de polimerización de las procianidinas IV. Caturla y col. (2003) indicaron que las 
catequinas con grupos galato muestran mayor afinidad por los fosfolípidos. Además, 
como se ha indicado previamente, las procianidinas de mayor tamaño pueden orientar 
su estructura en función del ambiente en el que se encuentren, pudiendo ello favorecer 
al establecimiento de interacciones hidrofóbicas entre las procianidinas y las 
membranas. 
 
Con la relación de concentraciones empleadas, no se detectó un efecto inhibidor de 
los polifenoles del bagazo, OW y fracción IV, sobre la autooxidación de la 
hemoglobina. En consecuencia, se descartó que la inhibición de la autooxidación de la 
hemoglobina por los polifenoles, fuese un mecanismo importante en la actividad 
antioxidante de los fenoles en los sistemas microsomiales activados por hemoglobina. 
Sin embargo, la estabilización de la hemoglobina por el compuesto fenólico puede tener 
un papel relevante en sistemas con una mayor proporción de compuesto fenólico. De 
acuerdo con esta hipótesis, Gorelik y Kanner (2001) observaron que el ascorbato inhibe 
la autooxidación de la mioglobina, al emplear el ascorbato en mayor proporción que la 
mioglobina. 
 
Los resultados obtenidos indican que la hemoglobina y el hierro libre, activado por 
las enzimas endógenas de las membranas o por sustancias reductoras, son importantes 
iniciadores de la oxidación lipídica. Por tanto, la incorporación de compuestos eficaces 
que inhiban su actividad prooxidante y/o procedimientos que reduzcan sus niveles, 
puede originar estrategias antioxidantes eficaces. La aplicación del extracto polifenólico 
total del bagazo, OW, y especialmente de las procianidinas que componen la fracción 
IV, originó un tratamiento antioxidante natural muy efectivo retrasando la oxidación 
activada por la hemoglobina o el hierro libre. Los resultados aquí expuestos también 
ponen de manifiesto que la reducción del pH del músculo, que ocurre de forma natural 
durante el almacenamiento post mortem, puede ser un factor importante en la 
susceptibilidad oxidativa del músculo de pescado. 
Capítulo 4: 5. Conclusiones. 
 - 269 -
5. CONCLUSIONES. 
 
- La afinidad de la hemoglobina de bacalao por el oxígeno y su autooxidación, 
resultaron fuertemente dependientes del pH. La reducción del pH disminuyó el 
contenido de oxígeno de la hemoglobina y aceleró su autooxidación. Esto tiene 
consecuencias directas en el músculo post mortem, donde el pH desciende de 
manera natural. 
 
- Se diseñaron sistemas microsomiales y de músculo lavado, adecuados para el 
estudio de la actividad prooxidante debida a la hemoglobina y el hierro libre, 
enzimático y no enzimático. 
 
- En los sistemas microsomiales con hemoglobina, la velocidad de la oxidación 
lipídica, fue mayor a pH 6,8 y se desarrolló más lentamente a pH 3,5. La 
velocidad de la oxidación en los sistemas microsomiales parece modulada por 
dos factores de consecuencias opuestas: la agregación de las membranas en el 
rango de pH 3,5-6,0, que reduce la velocidad de la oxidación, y el mayor 
carácter prooxidante de la hemoglobina con el descenso del pH.  
 
- En el sistema de músculo lavado con hemoglobina, la disminución del pH de 7,8 
a 3,5 aumentó la velocidad de la oxidación lipídica. Estos resultados concuerdan 
con la mayor actividad prooxidante de la hemoglobina a pHs más ácidos. 
 
- Las procianidinas del bagazo IV presentaron una elevada afinidad por las 
membranas, muy superior a la exhibida por los otros fenoles. El propilgalato 
mostró mayor adsorción sobre las membranas que el extracto total OW, 
mientras que el hidroxitirosol fue pobremente incorporado sobre las membranas.  
 
- Los polifenoles extraídos del bagazo, el extracto total OW y la fracción IV, 
fueron muy efectivos inhibiendo la oxidación microsomial catalizada por la 
hemoglobina, el hierro enzimático y el hierro no enzimático. 
Independientemente del sistema prooxidante empleado, las procianidinas IV 
mostraron mayor efectividad antioxidante por unidad de concentración molar. El 
propilgalato resultó más antioxidante que el extracto OW, y el hidroxitirosol fue 
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el menos efectivo. Esta efectividad antioxidante de los fenoles mostró una 
elevada correlación con el poder reductor de los mismos y con su afinidad para 
incorporarse a las membranas.  
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1. Se han obtenido fracciones fenólicas del bagazo de uva con diferentes características 
estructurales y propiedades físico-químicas. Las fracciones fenólicas se 
diferenciaron en el tipo y número de monómeros, y en el porcentaje de grupos 
galato. Todas las fracciones del bagazo, aplicadas en una concentración de 100 ppm, 
fueron eficientes inhibiendo la rancidez de distintos productos ricos en lípidos 
marinos y caracterizados por una reducida estabilidad oxidativa, como son: los 
aceites de pescado, las emulsiones de aceite de pescado en agua y el músculo de 
pescado. Adicionalmente, las fracciones fenólicas del bagazo, en los niveles de 
concentración empleados, presentan unas características sensoriales apropiadas, al 
no alterar el color y olor de los productos en los que se ensayaron. 
 
2. Los resultados obtenidos en los ensayos in vitro y en los experimentos desarrollados 
en las emulsiones de aceite de pescado y el músculo picado de pescado, confirmaron 
la existencia de una combinación óptima de la polimerización y la galoización para 
la actividad antioxidante de las procianidinas. Este hecho está probablemente 
relacionado con el impedimento estérico que se genera en las procianidinas de 
mayor tamaño, que impide que todos los grupos hidroxilo de la procianidina sean 
igualmente activos. Las procianidinas que componen la fracción IV, con una 
polimerización media de 2,7 unidades y una galoización del 25 %, presentaron 
elevadas propiedades antioxidantes en los sistemas in vitro, las emulsiones y el 
músculo de pescado. 
 
3. En relación a los mecanismos implicados en la actividad antioxidante de los 
polifenoles del bagazo, puede concluirse que: 
 
- El poder reductor de los polifenoles y la incorporación de los mismos en las 
membranas, que son sustratos primarios de la oxidación, mejoran su 
efectividad antioxidante.  
 
- Los polifenoles retrasan la degradación del sistema antioxidante endógeno 
del músculo de pescado, especialmente la oxidación del α-tocoferol, y 
podrían regenerar el α-tocoferol a partir del radical tocoferilo. El 
mantenimiento de los niveles de α-tocoferol es de especial relevancia, puesto 
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que su velocidad de descomposición mostró una elevada correlación con el 
desarrollo de la rancidez. 
 
- La actividad prooxidante de la hemoglobina de pescado aumentó 
significativamente con la reducción del pH del músculo, hecho que ocurre 
durante el almacenamiento post mortem del músculo. Este efecto se asoció a 
la reducción de la afinidad de la hemoglobina por el oxígeno y al aumento de 
su velocidad de autooxidación con el descenso del pH. Los polifenoles del 
bagazo son capaces de inhibir la oxidación activada por la hemoglobina y 
también, la oxidación activada por el hierro libre enzimático y no 
enzimático. 
 
4. Se ha obtenido un tratamiento antioxidante que combina un lavado previo de los 
filetes con agua, seguido de la pulverización de las procianidinas IV, muy efectivo 
inhibiendo la rancidez de los filetes de pescado. Este tratamiento natural presentó 
una efectividad similar al tratamiento correspondiente con propilgalato, al mantener 
la vida útil de los filetes para su uso alimentario, durante más de 21 semanas de 
almacenamiento a -10 ºC, frente a las 3 semanas de vida útil de los filetes sin 
tratamiento. La aplicación de las procianidinas IV al músculo de pescado parece 
económicamente viable, a pesar de su elevado coste de producción, 
aproximadamente 200 euros/Kg para la producción a escala laboratorio. La 
aplicación de las procianidinas, en una concentración efectiva de 100 ppm, 
supondría un gasto adicional de 20 euros por cada 1000 kg de pescado. El extracto 
polifenólico total del bagazo OW también mostró una elevada efectividad en el 
músculo de pescado, y además presenta la ventaja de su menor precio de 
producción, unos 20 euros/Kg, para su obtención a escala laboratorio. 
 
5. Una vez confirmada la elevada efectividad de los polifenoles del bagazo y la 
viabilidad económica de su aplicación, el siguiente paso debe ir destinado a 
optimizar su aplicación en el músculo de pescado, tratando aspectos como: 
 
- El estudio de la concentración óptima de los polifenoles del bagazo para la 
inhibición de la oxidación lipídica en el músculo blanco y músculo rojo, en 
función del contenido graso del músculo. 
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- La estimación de la vida útil del músculo a las temperaturas habituales de 
congelación, -18 ºC y -30 ºC. 
 
6. Los datos obtenidos sugieren nuevas perspectivas destinadas a una mejor 
comprensión de la acción antioxidante de los compuestos fenólicos naturales y a la 
optimización de su uso. Estas líneas de investigación comprenden: 
 
- El estudio de los procesos de regeneración del α-tocoferol endógeno del 
músculo, por acción de los compuestos fenólicos. 
 
- El estudio del efecto del grado de polimerización y el porcentaje de 
galoización de las procianidinas, sobre su efectividad antioxidante en el 
músculo de pescado. 
 
- El estudio de la distribución de los compuestos antioxidantes en el músculo 
de pescado y su afinidad para localizarse en los distintos componentes 
lipídicos del músculo.  
 
 
